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RESUME

Nous avons évalué le potentiel et les limitations de la spectroscopie photoacoustique
(SPA) pour 1'étude des effets de 1’ozone (O;) et du'bioxyde de soufre (SO,) sur I’activité
photosynthétique de 1’érable A sucre (Acer saccharum Marsh.). Nos résultats indiquent une
grande résistance de cette espéce a ces deux gaz. Les semis (3 mois) ont cependant démontré
une sensibilité supérieure a celle des sauvageons (5 & 7 ans). La grande variabilité des
parameétres photoacoustiques (PA) que nous avons observée ne nous permet pas d’établir
précisément le seuil de sensibilité de 1’érable A sucre & ces polluants atmosphériques. Notre
incapacité 3 démontrer une inhibition significative de 1’activité photosynthétique d’érables a
sucre expos€s pendant 3 mois a 3 fois la concentration ambiante d’ozone ou présentant des
symptémes évidents de dépérissement nous oblige A renoncer 2 1’utilisation de 1la SPA pour le

diagnostic précoce du dépérissement.

La SPA s’est révélée plus utile pour 1’étude des effets de I’ion sulfite (SO3) sur
I’activité photosynthétique du pois (Pisum sativum L.), une plante sensible. L’inhibition causée
par cet ion est dépendante de sa concentration et de la‘présence de lumiere. A 1’obscurité, son
action semble se manifester sur la photophosphorylation et/ou sur le transport cyclique
d’électrons autour du photosysteme I (PS I). La réduction comparable du dégagement
d’oxygéne et de I’emmagasinage d’énergie, observée en présence de lumidre, indique que le

photosysteme II (PS II) serait affecté par les ions sulfite.

L’absence de corrélation entre les composantes (thermique, d’oxygeéne et d’emmagasi-
nage d’énergie) du signal PA et divers parametres physiologiques (poids sec, poids frais,
contenu pigmentaire) témoigne de la complexité de ce signal dans les feuilles. Les propriétés
optiques particulieres des feuilles, fort différentes de celles prévues dans les modeles théoriques
de la SPA, ne permettent pas 1’analyse adéquate des résultats. La complexité de la composante
d’oxygene constitue une autre limitation a 1’application de la technique en écophysiologie. Une
réévaluation des théories PA actuelles semble donc nécessaire si 1’on désire accéder A une
meilleure compréhension du signal et des informations dont il est porteur. Les caractéristiques

morphologiques et fonctionnelles de la feuilles devront alors étre considérées.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

A) Problématique

La présence dans 1’atmosphere de polluants gazeux tels que les oxydes d’azote (NO,), le
nitrate de péroxyacétyle (NPA), 1’ozone et le bioxyde de soufre, et des dép6ts qui leurs sont
associés est relié a un grand nombre de perturbations de notre environnement. Parmi celles-ci,
mentionnons 1’acidification des précipitations de méme que certaines modifications
morphologiques et physiologiques des plantes. L’0zone et le bioxyde de soufre constituent,
directement ou indirectement, les principaux polluants atmosphériques responsables des effets

observés. L’étude de leur potentiel phytotoxique revét donc une grande importance.

Comme I’ont souligné Hendershot & Jones (1989), bien que les polluants gazeux et les
précipitations acides aient fort probablement augmenté les perturbations auquelles les érablieres
du Québec sont soumises, les recherches effectuées jusqu’a présent ne permettent pas de
prouver qu’ils en sont la cause. Cette situation tient d’une part de la complexité du phénomeéne

et, d’autre part, de I’inadéquation des techniques utilisées jusqu’a présent.

Deux points tirés de I’étude de Hibben (1969) méritent d’étre repris. Premi¢rement, cet
auteur a proposé que 1’ozone serait un facteur parmi une multitude & pouvoir agir sur I'érable
a sucre et provoquer son dépérissement. Deuxi¢mement, il a également su faire ressortir la

faiblesse de 1’observation visuelle comme méthode d’évaluation de 1'effet de 1’ozone et a
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proposé€ d’attendre les résultats d’études sur 1’effet des doses subliminaires sur la photosynthe-
se, la respiration, ’activit€ enzymatique et finalement la croissance. Ce demier point rejoint
les propos d’Innes (1988) qui a souligné 1’inadéquation des observations visuelles pour
I’évaluation du dépérissement forestier. Cependant, d’autres facteurs, telles que la croissance
et I’activité photosynthétique, étant plus sensibles a l1a présence des polluants, semblent mieux

adaptés pour en diagnostiquer les effets (Innes, 1988).

De nombreux mécanismes ont ét€ proposés afin d’expliquer le mode d’action de divers
polluants atmosphériques sur 1’activiti€é photosynthétique des plantes. En dépit des efforts
déployés afin de déterminer ces mécanismes, divers aspects restent a éclaircir. Ainsi, plusieurs
imprécisions persistent sur la nature exacte des sites et mécanismes d’action de 1’ion sulfite,

un produit de la réaction du SO, et de 1’eau.

B) Technique d’analyse utilisée

Depuis la fin des années 70, la spectroscopie photoacoustique connait un regain de
popularité. Ce point tient de la simplicité de cette technique et des informations qu’elle peut
fournir sur I’activité photosynthétique. De fagon simplifiée, le principe de base de 1a SPA se
résume ainsi; un disque de feuille (2 2 3 cm de diameétre) est enfermé dans une enceinte
hermétique munie d’une fenétre et d’un microphone. Le disque est éclairé périodiquement au
moyen d’un faisceau monochromatique a une longueur d’onde capable de produire une activité
photosynthétique. Une fraction de 1’énergie lumineuse modulée absorbée par le disque de
feuille sera utilisée pour activer la photosynthese, le reste sera restitué sous forme de chaleur
qui diffusera jusqu’a la surface du disque pour y engendrer une dilatation périodique du gaz

présent dans I’enceinte. Si la fréquence de modulation du faisceau d’analyse se situe dans la
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gamme des fréquences perceptibles par le microphone, un son sera détecté. Amplifié et extrait
du bruit environnant a 1’aide d’un amplificateur a verrouillage de phase, ce son constitu le
signal PA. L’activité photosynthétique est déduite en comparant ce son avec celui obtenu avec
le méme disque de feuille en présence du faisceau d’analyse et d’un faisceau continu de

lumiére blanche. Une description détaillée de 1a SPA est présenté chapitre 1V,

La spectroscopie photoacoustique permet d’obtenir des informations sur les mécanismes
primaires de la photosynthé¢se. Ces informations devraient nous permettre de déceler les tout
premiers effets des polluants étudiés puisque des modifications de I’activité photosynthétique
précedent, le plus souvent, les modifications morphologiques macroscopiques. Si notre
présomption s’aveére exacte, il nous sera possible de procéder a un diagnostic précoce (avant

I’apparition de symptfmes visibles) des effets de 1’ozone et du bioxyde de soufre.

C) Objectifs

Etant donné: 1- le caractere phytotoxique de 1’ozone et du bioxyde de soufre; 2- leur
implication possible dans le dépérissement forestier; 3- la sévérité avec laquelle le dépérisse-
ment se manifeste chez 1’érable a sucre; 4- la confusion dans la littérature au sujet de la
sensibilité 2 1’ozone de cette espece; 5- 1’inadéquation des techniques actuelles dans le
diagnostic du dépérissement; 6- la réponse aux variations des facteurs environnementaux de
I’activité photosynthétique; 7- le potentiel de la SPA pour étudier les mécanismes de la
photosynthese, nous avons entrepris une série d’expériences visant, en partie, a vérifier
1’aptitude de la SPA dans le diagnostic des effets de 1’ozone et du bioxyde de soufre sur

I’activité photosynthétique de 1’érable 3 sucre.
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Nous voulons par cette étude: 1- déterminer le seuil de sensibilité de 1’érable 2 sucre 2
I’ozone et au bioxyde de soufre suite A une fumigation en laboratoire de courte durée
(exposition aigué); 2- déterminer les effets d’une exposition en chambre 2 ciel ouvert de longue
durée (exposition chronique) a la concentration ambiante d’ozone ou trois fois supérieure 2
celle-ci; 3- étudier les mécanismes d’action de 1’ion sulfite sur I’appareil photosynthétique; 4-
vérifier si la spectroscopie photoacoustique permet de déceler des différences dans 1’activité
photosynthétique des feuilles d’arbres matures présentant un niveau de dépérissement différent
(nul, modéré et élevé); finalement, 5- évaluer le potentiel et les limitations de la SPA dans
1’établissement du diagnostic précoce de la pollution par I’0zone et/ou le bioxyde de soufre. A
ce sujet, notons que la mise au point d’une technique de diagnostic précoce demeure 1’objectif
de plusieurs équipes de recherche (Laitat & Impens, 1985; Stegmann et al., 1985; Baillon et
al., 1987; Strasser & Graf, 1987; Rock er al., 1988; Chauhan, 1990) ce qui en témoigne
I’importance. Bien qu’il aurait été intéressant d’effectuer ’ensemble des expériences sur
1’érable 2 sucre, nous avons eu recours au pois lors de 1’étude des mécanismes d’action de 1’ion
sulfite (point 3). Les avantages que comporte 1’utilisation du pois ainsi que les raisons qui

nous ont conduit 3 ce choix seront présentés dans les prochains chapitres.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons congu une chambre de fumigation capable de
recevoir des semis ou des sauvageons d’une dizaine d’années. Les caractéristiques particuliéres
ainsi que les performances de la chambre de fumigation sont présentés a 1’annexe 1. Cette
chambre a permis d’effectuer des fumigations de contrfle avec de 1'air dépourvu presque
totalement de polluants. Un autre probléme 2 résoudre était la préparation en quantité
suffisante des semis d’érable a sucre. La dormance particulierement profonde des graines de
cette espéce a compliqué notre tdche. La mise au point d’une méthode satisfaisante de

stratification et de germination des graines d’érable a sucre fait I’objet de 1’annexe II.
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LA FEUILLE: STRUCTURE ET FONCTION

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’absorption et d’action des polluants gazeux,
mais également dans le but d’introduire certaines notions de base nécessaires a la compréhen-
sion de la génération du signal PA dans les feuilles, nous examinerons certaines particularités

morphologiques et fonctionnelles de la feuille.

A) Notions de morphologie

L’absorption et la conversion de 1’énergie lumineuse par les organismes photosynthétiques
représentent des étapes cruciales pour 1’équilibre énergétique de la plan¢te. En dépit de
I’abondance de 1’énergie lumineuse, cette mise a profit des radiations solaires n’a lieu qu’au
prix d’une certaine complexité structurale et fonctionnelle dont certaines caractéristiques

communes peuvent étre dégagées.

Chez les plantes supéricures, 1’organisation morphologique des feuilles peut prendre
plusieurs formes (figure 1). A titre d’exemples, mentionnons le limbe plat que 1’on retrouve
chez la grande majorité des especes dont 1’érable 2 sucre et le pois, la structure charnue que
prennent les feuilles des plantes dites "grasses”, les aiguilles des Gymnospermes et de
nombreuses plantes de milieu sec. Considérons une forme courante a laquelle appartiennent

les feuilles de 1’érable a sucre et du pois (figure 2).
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Figure 1. Variations de ’organisation morphologique de la feuille

A) Lilas (Syringa sp.)(C,); B) Nérium (Nerium oleander L.)(CAM)
C) Pin blanc (Pinus strobus 1..)(C,); D) Mais (Zea mays L.)(C,)

1- stomate(s); 2- épiderme supérieur; 3- parenchyme palissadique; 4- cellules périfasciculaires;
5- xyléme; 6- phlo¢me; 7- parenchyme lacuneux; 8- épiderme inférieur; 9- cuticule; 10- épider-
me 2 assises multiples (stratifi€); 11- faisceau vasculaire; 12- trichome(s); 13- crypte
stomatique; 14- canal résinifére; 15- hypoderme; 16- tissue de transfusion; 17- endoderme
(non-chlorophyllien); 18- chlorenchyme; 19- cellules bulbiformes; 20- chambre sous-
stomatique. (D’aprés Salisbury & Ross, 1992).
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Figure 2. Représentation schématique de ’organisation morphologique d’une feuille
de plante a photosynthése du type C,

cuticule (de composition variable, peut présenter des excroissances)
épiderme supérieur (peut contenir des stomates)

parenchyme palissadique (une ou plusieurs assises de cellules)

parenchyme lacuneux (cellules généralement hétéromorphes)

épiderme inférieur (cette exemple correspond au cas de 1’érable 2 sucre)
cellules de gardes (seules cellules de 1’épiderme contenant des chloroplastes)
chambre sous-stomatique

xyleme

phloéme

espaces intercellulaires (noter la différences entre les deux parenchymes)

._.
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La feuille peut atteindre des dimensions trés variables, de quelques mm? 2 plus d’un
m® de surface. Le theme d’organisation illustré a la figure 2, présente une multitude de

variations qui témoignent des adaptations aux conditions environnementales.

L’organisation morphologique particuli¢re d’une feuille consiste en un compromis
entre 1’utilisation optimale de la lumiére, sans causer d’augmentation appréciable de sa
température, et la nécessité de maintenir des échanges gazeux avec 1’atmosphére environnante
tout en minimisant les pertes d’eau par évapotranspiration. La dépendance de la feuille vis-a-
vis de la lumiere et du CO, atmosphérique se traduit par 1’évolution d’une morphologie
particulidre qui optimise I’interception de la lumigre', minimise 1’échauffement et les pertes

excessives d’eau” tout en permettant des échanges gazeux’ avec 1’environnement.

La plupart des feuilles présentent une structure bifaciale dont la face supérieure’
differe de la face inférieure. De plus, ces feuilles sont souvent hypostomatiques. 1l arrive que
I’épiderme présente des structures diverses (poils, glandes,...) qui réduisent les pertes d’eau par
évapotranspiration de méme que 1’échauffement de la feuille, ou encore augmentent le pouvoir
de diffusion et de réflexion de la lumiere. Les feuilles du peuplier blanc (Populus alba L.)
constituent un bon exemple. En effet, la surface inférieure de celles-ci présentent une
pubescence blanche trés abondante qui en augmenterait marginalement 1’absorption lumineuse

(Eller, 1977; Sharkey, 1979) et réduirait I’échauffement de la feuille (Sharkey, 1985).

1  L’augmentation de la surface et/ou du nombre de feuilles ainsi que leur orientation particuliere permet d’augmenter
I'interception de la lumicre.

2 Une réduction du rapport surface/volume permet de minimiser les pertes d’ean. Ce rapport est minimum dans le cas
d’une sphere.

3 La vitesse de diffusion des gaz (O, et CO,) constitue un important facteur limitant.
Les termes face ventrale ou face adaxiale désignent également la face supérieure d’une feuille. De fagon similaire, les
expressions face inférieure, face dorsale et face abaxiale sont synonymes.
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Les feuilles bifaciale ont souvent une orientation perpendiculaire a la lumiére
incidente. A cela vient s’ajouter une organisation distincte des deux épidermes et des
parenchymes sous-jacents qui confere 2 la feuille une organisation anatomique asymétrique

selon le plan paradermique (figure 2).

Faisant face au soleil et sous 1’épiderme supérieur, nous retrouvons le parenchyme
palissadique. Les cellules y sont généralement cylindriques, disposées trés pres les unes des
autres, sur une ou plusieurs assises avec leur axe principal perpendiculaire au plan de la
feuille. Les espaces intercellulaires y occupent entre 5 et 20% du volume total du tissu
(Woolley, 1971). Le parenchyme palissadique présente un nombre restreint d’interfaces
cellule-air ce qui le distingue du tissu sous-jascent, le parenchyme lacuneux. Le parenchyme
lacuneux a des cellules de forme irréguliére et sans orientation préférentielle qui forment un
tissu lache. La densité de chloroplastes y est, de ce fait, moins grande que dans le parenchyme
palissadique. Les espaces intercellulaires y occupent entre 50 et 80% du volume total du tissu
(Wooley, 1971). Il en résulte un nombre d’interfaces cellule-air plus élevé. Cette différence
entre les deux types de parenchymes influence fortement leurs propriétés optiques. L’arrange-
ment des cellules dans la feuille assure une distribution plus uniforme de la lumiére en
augmentant 1’effet de crible et la dispersion lumineuse (Sharkey, 1985). Voyons de quelle

facon 1’organisation morphologique de la feuille affecte ses propriétés optiques.

B) Propriétés optiques

L’effet de crible ("sieve effect”) constitue une manifestation importante des propriétés
optiques de 1a feuille. 11 fait référence 2 la distribution uniforme des pigments dans la feuille

et aux conséquences qu’une telle distribution a sur 1’absorption de la lumiére. L’importance
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de I'effet dépend de 1’absorbance, ce qui signifie que dans la feuille I’effet sera plus important
aux longueurs d’onde les plus fortement absorbées: le rouge et le bleu (Sharkey, 1985). Les
propriétées optiques des tissus végétaux sont fortement dépendantes de la longueur d’onde de

la lumiere qui les frappe (Seyfried & Schifer, 1983).

De fagon générale, la lumiére est présente dans le milieu naturel en quantité supérieure
a celle nécessaire pour saturer la photosynthése! de sorte que les cellules du parenchyme
palissadique ne doivent pas nécessairement absorber toute 1’énergie lumineuse qu’elles
regoivent pour fonctionner de fagon optimale. A cet effet, les espaces entre les cellules du
parenchyme palissadique forment des canaux qui fonctionnent comme des fibres optiques
(Sharkey, 1985). Ces espaces permettent a une plus grande fraction de la lumilre, en
provenance de la face supérieure de la feuille, de passer au travers de cette (ou ces) assise
cellulaire pour rejoindre le parenchyme lacuneux. La disposition des cellules, en plus de
réduire la quantité de lumiere que ces cellules absorbent et ainsi éviter une surexposition, serait
optimale pour le passage de la lumiere provenant de 1'épiderme supérieur en direction du

parenchyme lacuneux (Sharkey, 1985).

L’organisation du parenchyme lacuneux lui confere un excellent pouvoir de diffusion de
la lumiére ("scattering"). Cette diffusion se produit principalement a I’interface entre 1’air,
présent dans les espaces intercellulaires, et 1’eau qui recouvre les cellules du chlorenchyme

(Hamischfeger & Zenk, 1983).

Le pouvoir de diffusion du parenchyme lacuneux tient du fait que la lumiére vient frapper

la surface des cellules a différents angles, ce qui en augmente considérablement le parcours

1 1 faut cependant noter le cas de certaines plantes du type C, et CAM qui présentent un point de saturation lumineuse
trés élevé.
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optique et, de ce fait, la probabilité d’absorption par les chloroplastes présents a faible densité
dans ce tissu. Il en découle que la chlorophylle des chloroplastes du parenchyme lacuneux
présente une absorption relative (par chloroplaste) supérieure 2 celle retrouvée dans le
parenchyme palissadique (Terashima & Saeki, 1983). La diffusion est plus importante aux

longueurs d’onde faiblement absorbées, comme le vert (560 nm £ A = 490 nm).

Si I’on éclaire la face supérieure d’une telle feuille, la lumigre traversera le parenchyme
palissadique ou elle est partiellement absorbée, puis diffusera dans toutes les directions, y
compris vers la source. Dans ce dernier cas, la lumiére traversera A nouveau le parenchyme

palissadique, pour y subir une absorption partielle, avant d’étre réfléchie par la feuille.

L’organisation morphologique des deux parenchymes représente clairement une
optimisation de 1’utilisation de la lumiére puisque la majorité de celle transmise par le
parenchyme palissadique retourne vers celui-ci, augmentant considérablement sa probabilité
d’absorption (Lee, 1986), sans avoir a investir dans la production de nouveaux pigments
(Hamnischfeger & Zenk, 1983). Par contre, si 1’on éclaire la feuille par sa face inférieure, la
lumiére, fortement diffusée par le parenchyme lacuneux, sera réfléchie par cette méme face
(Woolley, 1971). L’organisation bifaciale et la diffusion importante de 1a lumie¢re a 1’intérieur
de la feuille en doubleraient le trajet optique (Riihle & Wild, 1979). De plus, elles assureraient

une distribution plus uniforme de la lumiére a 'intérieur de la feuille (Sharkey, 1985).

Une grande partie des propriétés optiques de la feuille sont attribuables aux particularités
morphologiques des tissues constitutifs. Cependant, il nous faut considérer également
I’importance de la cuticule 2 ce chapitre. De facon générale, les caractéristiques physico-
chimiques de la cuticule (composition, perméabilité a divers solvants et aux gaz) a fait 1’objet

de nombreuses études et nous possédons beaucoup d’informations sur ce sujet. Entre autres,
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la composition chimique de la cuticule varie d’une espéce a 1’autre (Martin & Batt, 1958;
Stace, 1966; Baker & Martin, 1967; Eglinton & Hamilton, 1967; Holloway & Baker, 1970;
Hull et al., 1975; Jeffree et al., 1975; Baker, 1982). Bien que les caractéristiques générales
semblent sous contrble génétique (Conrad & Neely, 1943; Hull et al., 1975), des variations
peuvent étre induites par divers parametres environnementaux (Skoss, 1955; Martin & Batt,
1958 et références citées; Hull et al., 1975 et références citées). Ainsi, les feuilles exposées
au soleil produisent une cuticule plus épaisse et dont le contenu en cire est supérieur 2 celui
des feuilles d’ombre (Skoss, 1955). La température de méme que la disponibilité en eau

affecteraient 1’épaisseur et la composition de la cuticule (Skoss, 1955; Hull et al., 1975).

La détermination des propriétés optiques de la cuticule ne semble pas avoir suscité
beaucoup d’intérét. Eglinton & Hamilton (1967) ont proposé que le caractére diffusant (de la
lumigre) de la surface irréguliére que constitue la cuticule, associée au pouvoir absorbant des
divers composés de la couche de cutine (polyphénols), protégeraient la plante contre une
exposition excessive aux radiations ultra-violettes (UV). Des variations dans la composition
des cires épicuticulaires ont été rapportées chez les feuilles de prunier (Prunus persica (L.)
Batsch cv. Redhaven) au cours de la saison de croissance (Baker et al., 1979). Ces variations

peuvent avoir un effet sur les propriétés optiques de la cuticule et de 1a feuille.

A l’orientation et A la disposition particuliére des cellules dans la feuille, d’autres
mécanismes viennent parfois s’ajouter afin d’optimiser 1’interception de la lumiére tout en
réduisant les risques reliés a une surexposition (thermodégradation et photodégradation de
divers constituants, photoinhibition). La capacité d’orientation des feuilles constitue un tel
mécanisme (Ehleringer & Forseth, 1980; Koller, 1990 et références citées). De plus, les
chloroplastes peuvent se déplacer de fagon A optimiser leur environnement lumineux (Haupt,

1982 et références citées; Haupt & Scheuerlein, 1990 et références citées; Izutani et al., 1990).
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C) Relations structure - fonction

Les caractéristiques morphologiques de la feuille traduisent souvent des différences
physiologiques importantes d’aprés lesquelles nous divisons les plantes en divers "types"
photosynthétiques. Nous faisons référence ici a la photosynthése dite en C;, en C, et du type
"CAM" (crassulacean acid metabolism). Cette distinction tient compte de 1a nature chimique
du premier accepteur du CO, atmosphérique (C,: ribulose biphosphate; C, et CAM: phospho-
énolpyruvate) et, du moment de cette fixation dans la journée (C, et C,: de jour; CAM: de
nuit). Les distinctions tant morphologiques que physiologiques entre ces groupes ne sont
cependant pas toujours évidentes et de nombreuses espéces présentent des adaptations
structurales et fonctionnelles intermédiaires (Rathnam & Chollet, 1980; Champigny & Moyse,
1983; Holaday & Chollet, 1984; Bouton er al., 1986; Fladung & Hesselbach, 1987,

1989). Mentionnons que 1’érable 2 sucre et le pois appartiennent au type C,.

De fagon générale, une grande proportion du volume interne d’une feuille est occupée par
de I’air. En fait, de 1’air entoure la presque totalité de la plupart des cellules qui gardent un
contact physique avec leurs voisines que sur une petite fraction de leur surface (figure 2). La
surface interne d’une feuille peut atteindre entre 11 et 50 fois sa surface externe (Nobel et al.,
1975; Nobel, 1977). Cette particularit¢é morphologique favorise les échanges gazeux en

augmentant considérablement la surface disponible.

La feuille constitue un systéme semi-clos dont les épidermes déterminent les limites
physiques avec le milieu extérieur. C’est par les stomates que s’effectuent les échanges gazeux
entre 1’intérieur ol régne une humidité relative voisinant les 100%, et 1’extérieur de la
feuille. L’étendue de la surface interne de la feuille ne serait pas un facteur limitant dans les

échanges gazeux (Nobel er al., 1975).
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Chez les espeéces décidues, il existe également une dynamique dans la structure
morphologique et 1’activité photosynthétique des feuilles selon leur position dans la
couronne. Cela tient du fait, qu’au moment de leur émergence, elles recoivent de la lumiére
en quantité et en qualité comparables. Cette situation change considérablement lors de la
croissance des feuilles. Un gradient important de lumigre, et des autres facteurs environnemen-
taux, va s’établir dans ’ensemble de la couronne et conduire a leur transformation, sur le plan
structural et fonctionnel, en fonction de leur nouvel environnement lumineux (Vapaavuori et

al., 1989).

Nous venons de considérer certaines particularités morphologiques de la feuille (organi-
sation particuliere des cellules du chlorenchyme) qui nous ont permis d’examiner ses propriétés
optiques. Il nous reste cependant un niveau d’organisation a examiner. Les propriétés optiques
de la feuille dépendent également de 1’organisation interne des cellules qui joue un réle

important dans la détermination de 1’efficacité photosynthétique de la plante.

D) Organisation cellulaire

Une paroi de cellulose constitue 1’enveloppe la plus externe de la cellule végétale typique
(figure 3). En plus de conférer une certaine rigidité a la cellule (réle de soutien), la paroi
cellulosique prévient 1’éclatement de la cellule sous la pression de turgescence exercée par le

potentiel osmotique et le potentiel de pression.

Le plasmalemme, une bicouche lipidique dans laquelle baignent des protéines, détermine
I’espace occupé par les constituants cellulaires. Alors que la paroi ne joue qu’un réle

secondaire (essentiellement passif) dans le transport de I’eau, des ions et des molécules de part
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vacuole

Figure 3. La cellule végétale

Cette coupe transversale des cellules du parenchyme palissadique (photosynthése type C,),
observée au microscope €électronique a transmission, démontre: 1- I’importance des espaces
intercellulaires; 2- la disposition préférentielle des chloroplastes face a ces espaces (facilite les
échanges gazeux); 3- le volume important occupé par la vacuole. (D’aprés Prescott, 1988).
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et d’autre de la cellule, le plasmalemme, quant a lui, exerce un contréle important sur le

transport de ces substances.

Chez la cellule parenchymateuse mature, une portion importante du volume cellulaire (80
a 90%) se trouve occupé par une vacuole délimitée par une seconde membrane: le tonoplas-
te. De nombreuses substances (cristaux, huiles, résines, etc...) s’accumulent 4 1’intérieur de la
vacuole. Ce qui reste du volume cellulaire est occupé par le cytoplasme dans lequel baignent
de nombreux organites impliqués dans le fonctionnement cellulaire. Parmi ces organites
mentionnons le chloroplaste, siege de la photosyntheése. Retrouvé en nombre variable (de 1 2
50), son diamétre moyen varie entre 1 et 10 pm. A I’exception des cellules de garde qui

contrGlent1’ouverture des stomates, les cellules de 1’épiderme ne possédent pas de chloroplaste.

L’organisation structurale du chloroplaste dépend en grande partie de son environnement
lumineux. Constitué d’une double membrane, il se déplace sous 1’action des courants
cytoplasmiques (cyclose). La membrane externe détermine le volume occupé par le

chloroplaste et contr6le les échanges entre ce dernier et le cytoplasme (figure 4).

La membrane interne présente de nombreux replis, les thylacoides, qui occupent une
portion variable du volume du chloroplaste. Ces thylacoides forment des empilements plus ou
moins importants, les grana, reliés entre eux par les lamelles stromatiques. La quantité et la
qualité de la lumiere parvenant au chloroplaste vont déterminer 1’ampleur des empile-
ments. Cette organisation particuliere de la membrane interne du chloroplaste optimise

I’interception de 1a lumiére.

Sommairement, disons que la capture de 1’énergie lumineuse et sa conversion en énergie

chimique sous forme de molécules d’ATP (adénosine triphosphate) et de NADPH (forme
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réduite du nicotinamide adenine dinucléotide phosphate) avec production concomitante
d’oxygene, s’effectue au niveau de la membrane thylacoidienne. A leur tour, les molécules
d’ATP et de NADPH serviront lors de la fixation du CO, atmosphérique dans la portion
stromatique (matrice) du chloroplaste ou elles auront migré. Cette matrice contient les
enzymes nécessaires 2 la fixation du CO, atmosphérique et a 1a syntheése du glucose, unité de

base dans 1’architecture cellulaire.

L’oxygene produit lors de la photosynthe¢se diffuse hors du chloroplaste, dans le
cytoplasme puis dans les espaces intercellulaires. Les limitations imposées par la vitesse de
diffusion du CO, dans la phase aqueuse du cytoplasme' et la nécessité de ce gaz dans la
photosynthése se traduisent par la disposition des chloroplastes & proximité des espaces
intercellulaires, contre le plasmalemme (figure 3). Ceci a pour effet de réduire le trajet que

doit parcourir le CO, et 1’0, vers, ou en provenance du chloroplaste (Colman & Espie, 1985).

Une représentation schématique de la chaine de transport d’électrons est donnée a la
figure 5. Les diverses composantes de cette chaine y sont représentées de fagon simplifiée.
Nous voulons que le lecteur retienne 1’organisation en série qui requiert 1’intervention de deux

(photo)systémes activés par la lumiére: le photosysteme I (PS I) et le photosysteme II (PS II).

L’énergie absorbée au niveau du PS II, directement ou transférée par les complexes
collecteurs de lumiere (CCL), conduit A I’oxydation d’une molécule? spéciale de chlorophylle
située au niveau du centre réactionnel. L’électron ainsi éjecté sera pris en charge par une série

de transporteurs localisés dans 1a membrane chloroplastique. Le réduction du PS II s’effectue

1 La vitesse de diffusion du CO, dans 1’eau est 10 000 fois inférieure a sa vitesse de diffusion dans I’air (Colman &
Espie, 1985).
2 La nature monomérique ou dimérique du P680 n’est pas encore élucidée.
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Figure 5. La chaine de transport d’électrons

A: accepteur(s) du PS I; ADP: adénosine diphosphate; ATP: adénosine triphosphate; cyt: cytochrome: FD(H,): ferrédoxine (forme
réduite); FP(H,): flavo-protéine (forme réduite); h: constante de Planck; NADP(H): nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(forme réduite); P680: centre réactionnel du PS II; P700: centre réactionnel du PS I; PC: plastocyanine; Pheo: phéophytine; P;:
phosphate inorganique (PO2): PQ: plastoquinone; PQH,: plastoquinol (forme réduite de PQ); PS I: photosystame I; PS II photosystéme
II; Q4 Qg: quinones, accepteurs du PS II; Z: donneur d’électrons du PS II (thyrosine); v: fréquence. Voir explications dans le texte.
(D’apreés Walker, 1992)
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au dépend d’une molécule d’eau et fait intervenir d’autres transporteurs membranaires. Cette
réaction génere deux sous-produits importants: 1’oxygene, qui diffusera hors de la cellule, et
I’ion hydrogéne (H* ou proton). Paralleélement au transport d’électrons du PS II vers le PS I,
un pompage actif de protons s’effectue vers I’intérieur du thylacoide, ol s’accumulent a ces
derniers les ions H* issus de la photolyse de 1’eau. Le gradient de protons ainsi créé foumit

I’énergie nécessaire pour la synthe¢se d’ATP sous le contr6le d'une ATPase transmembranaire.

Des photons supplémentaires sont nécessaires pour la suite du transport de 1’électron 2

partir du PS I. Lorsqu’un électron quitte le PS I, d’autres transporteurs interviennent pour

conduire ultimement 2 la génération de NADPH.

E) Activité photosynthétique des feuilles d’érable & sucre

Un examen des données provenant de la littérature sur 1’activité photosynthétique de
I’érable a sucre s’impose. La figure 6, tirée de Wuenscher & Kozlowski (1970), présente une
courbe de ’activité photosynthétique de feuilles d’érable a sucre, exprimée en terme de fixation
du CO,, en fonction de I’intensité lumineuse. Juxtaposée a celle-ci, nous retrouvons la courbe

de résistance’ stomatique également exprimée en fonction de I’intensité lumineuse.

Ce qu’il faut retenir de cette figure, c’est que la photosynthése de 1’érable a sucre est
saturée 2 une intensité lumineuse légérement supérieure 2 celle requise pour induire une
résistance stomatique minimale, qui correspond avec 1’ouverture maximale des stomates

(Wuenscher & Kozlowski, 1970). Ceci indique que la résistance stomatique constitue un

1  Larésistance stomatique correspond 2 I'inverse de la conductivité. Une résistance stomatique qui augmente s’interpréte
généralement comme la conséquence de la fermeture des stomates.
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empéchement majeur a1’atteinte d’une activité photosynthétique maximale. La faible conducti-
vité€ stomatique et le peu d’efficacité de 1a carboxylation expliqueraient 1’activité photosynthéti-
que réduite observée chez 1’érable 2 sucre (Ni & Pallardy, 1992). Nous reviendrons sur cette
résistance stomatique élevée de 1’érable 2 sucre et son importance potentielle dans la tolérance

de cette especes aux polluants gazeux.

Chez des érables adultes, de 8 2 12 m de hauteur, une intensité lumineuse d’environ 600
pmol-s™'-m? (radiations actives photosynthétiquement, RAP) suffit pour saturer la photosynthése
(Reich et al., 1991). Les espeéces ligneuses, dont 1’érable a sucre, posséderaient un nombre
réduit d’unités photosynthétiques mais celles-ci présenteraient un rapport chlorophylle/PS I
élevé (Alberte et al., 1976). Cette situation expliquerait le fait que I’activité photosynthétique

de ces espéces sature aux basses intensités lumineuses (Alberte et al., 1976).

Mentionnons la faible activité photosynthétique de 1'érable 2 sucre. A titre d’exemple,
Logan & Krotkov (1968) rapportent des valeurs de 1’ordre de 5.0 2 7.0 mg CO,-dm™2h™ pour
des feuilles exposées entre 13 et 100% de la pleine intensité du soleil (100 = 2000 pmol-s”'-m?
RAP). Ledig & Korboro (1983) ont obtenu un taux de fixation moyen de 4.2 mg CO,-dm>h’
A 25°C. Pour sa part, Reich ez al. (1983, 1986) présentent une valeur de 6.0 mg CO,-dm™h".
Ces valeurs sont nettement inférieures a celles rapportées pour d’autres espéces d’arbre comme
le pommier (Pyrus malus L.) ou le peuplier faux-tremble (Populus tremuloides Michx.) avec
des taux de fixation de 22.0 mg CO,-dmZh" et 20-21 mg CO,-dm™>h’, respectivement

(Larcher, 1969).



CHAPITRE III

POLLUTION ATMOSPHERIQUE ET DEPERISSEMENT FORESTIER

A) Les polluants gazeux

Depuis le début du 20° siecle, des contaminants de 1’air comme le bioxyde de soufre, les
oxydes d’azote et les oxydants photochimiques (O, et NPA), ont été rapportés dans la plupart
des régions industrialisées ou prés de celles-ci (Anlauf er al., 1975; Ricci et al., 1978; Ashmore
et al., 1980; Walker, 1985; Carlson et al., 1987; Logan, 1989; Lefohn er al., 1990b; Aneja et

al., 1992).

1) Effets sur les plantes: généralités

Nous savons que de nombeux processus physiologiques tels que le fonctionnement
des stomates, la respiration, 1’activité photosynthétique, 1’allocation du carbone assimil€ et la
croissance en général, peuvent étre affectés a divers degrés par les polluants atmosphériques.
Cependant, plusieurs aspects de leur influence sur la végétation demeurent un sujet d’interroga-
tion. Cette situation tient en partie de la complexité des interactions entre la plante et son
environnement. Notre manque d’information tient également a des différences inter- et intra-
spécifiques dans la manifestation du stress. De plus, les résultats obtenus, grice a la multitude
des techniques d’analyse utilisées pour évaluer d’éventuels effets des polluants, comportent

souvent certaines difficultés quant a leur extrapolation ou leur généralisation.
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Notons que la variabilité dans la réponse des plantes de diverses espéces ou variétés
a €té rapportée pour la disponibilité de 1’eau (stress hydrique) et les effets de la température
(stress thermique) (Havaux et al., 1987c; Havaux et al., 1988a, b), la résistance 2 1’aluminium
(Marquezini et al., 1990) et la résistance a la photoinhibition (Eyletters & Lannoye, 1991) au

moyen de la spectroscopie photoacoustique et de la spectroscopie de fluorescence.

a) Variations intra- et inter-spécifiques

La réponse des plantes aux polluants atmosphériques couvre un large spectre
facilement observable chez les especes d’intérét agricole ou horticole et pour lesquelles de
nombreux cultivars, hybrides ou variétés existent (Hill et al., 1961, 1970; Treshow, 1970;
Gentile et al., 1971; Reinert et al., 1972, 1984; Davis & Coppolino, 1974; Oshima et al., 1977;
Heagle, 1979 a, b; Harkov & Brennan, 1979; Knudson Butler & Tibbitts, 1979; Dijak &

Ommrod, 1982; Anonyme, 1983; Temple, 1990; Bames et al., 1990a; Wilson & Bell, 1990).

Le patrimoine génétique de chaque plante explique une certaine partie de la
variabilité observée dans leur réponse aux polluants comme 1’ozone (Taylor et al., 1982), le
SO, (Wilson & Murray, 1990), ou 2 tout autre facteur du milieu. Cependant, les conditions
environnementales qui prévalent avant, pendant et aprés 1’exposition au polluant, en nature ou
en milieu contr6lé, constituent 1a principale source de cette variabilité (Darrall, 1989; Wilson
& Murray, 1990). A cela vient s’ajouter le stade de développement (i.e. cotylédonnaire,
juvénile, mature, sénescent, en floraison, en fructification) dans lequelle la plante se trouve au
moment de l’exposition. Ce point constitue ce qu’il convient d’appeler la composante
ontogénique. Afin d’en tenir compte, nous avons étudié 1’effet de l’ozone et du bioxyde de

soufre sur des semis de quelques mois et sur des sauvageons d’environ cing ans.
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b) Facteurs environnementaux et expression des symptémes

Des facteurs biotiques intrinséques, comme le patrimoine génétique et le stade
de développement, ou encore extrinséque, comme la présence de pathogénes, peuvent intervenir
dans I’expression des symptémes associés a 1a présence d’un polluant (Heck, 1966). Il en est
de méme pour les facteurs abiotiques, comme la biodisponibilité¢ des éléments minéraux et le
drainage (facteurs édaphiques), la température, 1’humidité relative et le vent (facteurs

climatiques), ainsi que la qualité et la quantité de lumidre (Heck, 1966).

Les principaux facteurs abiotiques susceptibles de moduler la réaction d’une
plante en condition de stress sont: a- le statut nutritif de 1a plante (Guderian, 1977); b- le bilan
hydrique (stress hydrique et humidité relative)(McLaughlin & Taylor, 1980; Atkinson &
Winner, 1990); c- la température (Jones & Mansfield, 1982); d- la concentration en bioxyde
de carbone atmosphérique; e- 1a lumiere (Atkinson & Winner, 1990); et f- le vent. Ces facteurs
ont le potentiel d’augmenter la surface interne disponible pour 1’action des polluants dans la

feuille (Moldau et al., 1991).

Statut nutritif - Disons simplement qu’une carence nutritive constitue une
source supplémentaire de stress capable d’interagir avec celui imposé par la présence d’un

polluant pour en exacerber les effets.

Bilan hydrique - Un déficit dans 1’approvisionnement en eau ou une baisse
importante de I’humidité relative de 1’air se traduit habituellement par la fermeture des
stomates dont I’une des conséquences est 1’exclusion du polluant de I’intérieur de la feuille qui
présentera une plus grande résistance 2 ce dernier. Une telle situation a ét€ observée par Qifu

& Murray (1991) lors d’une étude de 1’effet combiné du bioxyde de soufre et d’un stress hydrique.
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Une réduction dans la conductivité¢ stomatique chez les plantes stressées a
d’ailleurs €té rapportée par Reich et al. (1985) puis par Tingey & Hogsett (1985). De plus, un
stress hydrique peut provoquer une fermeture accélérée des stomates en réponse A une

exposition 2 1’ozone (Rich & Tumer, 1972).

Température - Une température excessive risque de provoquer un stress
hydrique souvent accompagné de la fermeture des stomates. De plus, I’activité des enzymes,
comme ceux impliqués dans la fixation photosynthétique du CO,, dépend étroitement de la
température ambiante. L’influence de la température et de 1’humidité relative, avant, pendant
et apreés une fumigation a 1’ozone a été étudiée par Wilhour (1970) chez des semis de fréne
blanc (Fraxinus americana L..). Finalement, signalons que les basses températures augmente-

raient la sensibilité des plantes au SO, (Baker et al., 1982).

Concentration en bioxyde de carbone atmosphérique - Une réduction de la
toxicité du SO, a été rapportée lorsqu’on augmentait la concentration en bioxyde de carbone
lors de 1a fumigation (Hou et al., 1977; Carlson, 1983). Pour expliquer cette situation, Carlson
& Bazzaz (1985) de méme que Darrall (1989) ont proposé qu’une augmentation de la
concentration en CO, ambiant pourrait provoquer la fermeture des stomates et limiter ainsi la
pénétration du polluant ou encore augmenter la respiration, ce qui fournirait en plus grande

quantité les substrats nécessaires pour les processus de réparation et de détoxification.

Lumiére - L’importance de la quantité de lumiere utilisée lors des fumigations
a également été rapportée dans la littérature. Il semble que 1’effet inhibiteur de 1’0zone et du
bioxyde de soufre, seuls ou en combinaison, sur la photosynth&se soit plus important lorsque
la fumigation a lieu 2 de faibles intensités lumineuses (Dugger ez al., 1963; Heck & Dunning,

1967; Ushijima & Tazaki, 1977; Carlson, 1979; Davies, 1980; Mansfield & Jones, 1985).
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Vent - En agissant sur I’environnement gazeux immédiat de la feuille, le vent
est susceptible de modifier I’humidité relative, la température de 1a feuille et le transport des
polluants. Le vent peut également occasionner la fermeture des stomates avec les conséquences
que cela implique. Signalons qu’Ashenden & Mansfield (1977) ont étudié I’importance du vent
sur la sensibilité au SO,. Dans certain cas, le vent peut également produires des 1ésions

mécaniques susceptibles de modifier les interactions de la feuille avec son environnement.

c¢) Définitions

Il faut mentionner que la grande variabilité dans la réponse des plantes aux
polluants gazeux nous oblige 2 utiliser des termes descriptifs plutét que des valeurs précises
pour exprimer des situations générales. Ainsi, une concentration faible de polluant ne peut étre
définie par une valeur unique pour 1’ensemble des plantes. De fagcon générale, nous pouvons
dire qu’une concentration faible désigne celle dont la valeur est inférieure au seuil produisant

des effets sur la photosynthe¢se pour un spécimen donné, dans des conditions spécifiques.

Un autre point dont il faut discuter concerne les qualificatifs court terme et
long terme. A priori, ces expressions, utilisées pour désigner la durée d’un traitement, n’ont
pas de valeur absolue. Cependant, nous adopterons les critéres utilis€s par Darrall (1989) od
un traitement (fumigation) de courte durée correspond a une période < 8 h et de ce fait, un
traitement de longue durée correspond 3 une période = 8 h. Signalons que de faibles
concentrations de polluants sont généralement utilisées lors des fumigations de longue durée
ce qui les rapproche davantage des conditions retrouvées dans la nature. Mentionnons enfin
que la réponse des plantes 4 des fumigations 4 court terme répétées dépend a la fois de la

fréquence du traitement et de la concentration du polluant utilisé (Darrall, 1989).
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Bien que nous n’ayons pas 1’intention d’examiner cette question en détails, la
notion de dose (ou d’indice d’exposition) demeure un probléme intéressant. Krupa & Kickert
(1987) définissent une dose comme "la quantité exacte ou I’étendue d’un traitement donné

auquel un récepteur est soumis 2 un moment précis ou a des intervalles spécifiés”.

La dose exprime la concentration, réelle ou moyenne, de polluant multipliée
par la durée de ’exposition (Krupa & Kickert, 1987). Comme 1’ont souligné Krupa & Kickert
(1987) puis Lee et al. (1988), cette définition simpliste ne tient pas compte des variations de
la concentration dans le temps, des concentrations maximales atteintes et du moment particulier
de ’exposition. Ce dernier point fait référence non seulement a la période de la journée mais

également au stade physiologique dans lequel se trouve la plante au moment du traitement.

A la notion de dose s’ajoute le concept ou fonction de dose-réponse qui
représente 1’expression, qualitative et quantitative, de 1a réponse d’un organisme a une dose
donnée d’un ou d’une combinaison de polluants. Ce concept fait intervenir les notions de dose
et de réponse. Les lacunes contenues dans la premiére vont se répercuter sur 1’expression de
la relation dose-réponse. Cependant, la complexité de cette relation ne tient pas seulement de

la difficulté 2 exprimer adéquatement la dose a laquelle est soumise la plante.

En effet, cette relation suppose une réponse linéaire de l1a plante dans le temps.
I1 appert qu’il en n’est pas toujours ainsi comme en témoignent les résultats de Bennett & Hill
(1973), ceux de Matsuoka (1978) puis ceux de Black & Unsworth (1979). Il semble donc que
I’expression de la relétion dose-réponse ne représente pas adéquatement les phénomenes
observés (Darrall, 1989). 1l serait plus juste de considérer la dose effective, qui tiendrait
compte, non pas de la concentration en polluant a laquelle la plante est soumise, mais plut6t

celle qu’elle absorbe, donc qu’elle per¢oit réellement.
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Alors que des appareils de mesure automatisés permettent une bonne
approximation de la dose d’exposition, 1’évaluation de la dose effective s’avére beaucoup plus
difficile. Une telle évaluation ne pourrait se faire que dans des systémes fermés (chambres de
fumigation), ou semi-fermés (chambre d’exclusion), avec une moindre précision cependant.
Dans les deux cas, seules des mesures indirectes peuvent étre obtenues. Celles-ci sont
imprécises puisqu’il faut tenir compte des interactions, difficiles a quantifier, du polluant avec
les diverses surfaces (parois de la chambre, pot, sol,...) autres que les surfaces cibles (la
feuille). Nous n’avons relevé aucune mention dans la littérature faisant état de mesures in situ

de la concentration interne de polluants dans les feuilles qui demeure sujet a spéculations.

2) L’ozone

La poliution de 1’air par 1’ozone et les autres oxydants photochimiques existe depuis
le début du siecle. Pour souligner I’importance de 1’ozone en Amérique du Nord, mentionnons
que la majorité des terres cultivées des Etats-Unis et de I’est du Canada présentent des
symptémes de toxicité sous forme d’une baisse dans le rendement, de nécroses, etc... ce qui
en fait le polluant gazeux le plus répandu en Amérique du Nord (Heck et al., 1982, 1983;

McLaughlin, 1985; Maltais, 1991).

a) Sources, chimie et transport

Nous devons 1a découverte, en 1940, de 1’0zone en tant que composante de

1’atmosphere au chimiste suisse Schénbein (Ashmore & Bell, 1991). La concentration naturelle
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de ce gaz dans la basse troposphere' (altitude < 5 km) est principalement déterminée par le
taux d’approvisionnement en provenance de la haute troposphére et de la basse stratosphere?
(Oltmans & Levy, 1992) et le taux de dilution et de destruction (chimique et physique) 2 la

surface de la terre (Fabian, 1973; Toupance, 1988).

Cet approvisionnement comporte des variations saisonnieéres (Pruchniewicz,
1970) avec un maximum en fin d’hiver ou en début de printemps, période 2 laquelle les
échanges entre la stratosphére et la tropospheére sont les plus efficaces (Danielsen, 1968;
Danielsen & Mohnen,1977; Mahlman & Moxim, 1978). Quant 2 elle, la concentration
moyenne d’ozone troposphérique démontre une variation périodique dans le temps (Van Dop
etal., 1977) avec un cycle journalier caractéristique: maximum en fin d’aprés-midi et minimum
la nuit (Samson, 1978). Il existe également une variation en fonction de 1’altitude, la
concentration en ozone augmentant en fonction de 1’élévation (McLaughlin, 1985; Prinz et al.,
1985). A cela vient s’ajouter une dépendance latitudinale de 1a concentration (Tiefenau er al.,
1972; Dignon & Hameed, 1985). Enfin, la destruction de 1’ozone 2 la surface de la terre
dépend de la nature de la surface avec laquelle il vient en contact (Hov, 1984; Hargreaves et

al., 1992).

I1 résulte de I’ensemble de ces processus d’alimentation et de destruction une
concentration® naturelle moyenne au niveau du sol variant entre 20.0 et 80.0 pg-m™ (10 et 40
ppb) aux latitudes moyennes de I’hémisphere nord (Fabian & Pruchniewicz, 1973; Almqvist,

1974; Altshuller, 1987; Ashmore & Bell, 1991). De cela, il faut conclure que les concentra-

1  Troposphere: zone située 3 partir de la surface du globe jusqu'a une altitude variant entre 6 et 18 km.
2 Stratosphére: zone située entre la troposphere et Ia mésosphere a plus de 50 km d’altitude. C'est précisément dans cette
portion de notre atmosphére que se trouvent les trous.
3 Facteurs de conversion 2 25°C 1 ppbd’ O, = 1.962 pg m?
1 ppb de SO, = 2.620 pg m™
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tions excédant largement ces valeurs et ne pouvant étre expliquées par une augmentation du
transport en provenance de la stratosphere, sont issues d’une production photochimique dans

la basse (5 km et moins) tropospheére (Wisse & Velds, 1970; Altshuller, 1987).

Cette situation prévaudrait en Europe ol la concentration d’ozone en région
urbaine peut atteindre facilement 588.6 pg-m™ (300 ppb)(Almqvist, 1974) de méme qu’en
Amérique du Nord ou des pics de 1177.2 pg-m™ (600 ppb) ont été mesurés dans la région de
Los Angeles (Ashmore et al., 1985). Des concentrations saisonniéres moyennes de 78.5 a
117.7 pg-m™ (40 2 60 ppb) avec des épisodes de 196.2 2 392.4 pg-m> (100 a 200 ppb)
s’observent A plusieurs endroits en Europe et en Amérique du Nord (Guderian et al., 1985;
Heagle, 1989). Durant la saison de végétation, la concentration moyenne d’O, troposphérique
au Québec se situe entre 58.9 et 98.1 pg-m™ (30 et 50 ppb) (figure 7). A certaines concentra-
tions, 1’ozone troposphérique présente une grande phytotoxicité responsable de nombreux

problémes observés en horticulture, en agriculture et en foresterie.

Précisons que, suite aux réactions de photodissociation de 1'oxygene
moléculaire sous 1’action des radiations solaires, 1’ozone stratosphérique va démontrer une
dynamique de production et de destruction. Les rayonnements de haute intensité dans la région
des radiations UV fournissent 1’énergie nécessaire pour ces réactions. Le flux des radiations
UV solaires, plus particulierement aux longueurs d’onde inférieures a 248 nm, de méme que
les propriétés optiques de 1’atmospheére vont déterminer le taux de production d’ozone

statosphérique et troposphérique.

La faible concentration en oxygeéne constitue un facteur limitant pour cette
formation au-dela de la haute stratosphére. Dans la basse stratosphére et dans la troposphére,

c’est la faible pénétration des rayonnements UV qui limite la production d’ozone (McFarland
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Figure 7. Concentration ambiante moyenne d’ozone sur le site expérimental de Tingwigk au cours de I’été 1989
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& Kaye, 1992). La pénétration directe des radiations solaires au niveau de 1’équateur y
favorise une production maximale d’ozone. De plus, la présence d’oxydes d’azote,
particulierement aux concentrations inférieures 2 1 ppb, et d’hydrocarbures réactifs sont

nécessaires a la production d’ozone photochimique (Altshuller, 1987).

Le transport vertical de ces constituants, associé au gradient d’intensité
lumineuse, contribue 2 1a production préférentielle d’ozone 3 une certaine distance du sol (Van
Dop et al., 1977). Quant 2 elle, 1a distribution horizontale de 1’0zone va dépendre du brassage
des masses d’air, Ce polluant se retrouve donc sur de trés grandes surfaces sans présenter un
gradient bien défini de concentrations. Cette large distribution de 1’0zone dans I’environne-
ment en fait, depuis fort longtemps, 1a principale cause des dommages par pollution aux plantes

aux Etats-Unis (Hill et al., 1970).

L’ozone constitue donc un polluant dit secondaire puisqu’il résulte de la
transformation d’autres composés sous 1’action des radiations UV (principalement dans la haute
stratospheére ou sont ces fameux trous, mais également dans la troposphére (voir Megie,
1988)). Une fraction importante des radiations UV est donc absorbée dans la stratosphére par
la couche d’ozone. Cet écran naturel protége les organismes contre un exces de rayonnement

UV et son action mutagéne (Ashmore & Bell, 1991).

Une étude approfondie des mécanismes de production de 1’ozone d’origine
anthropogéne nécessite également 1'analyse de nombreux précurseurs impliqués dans cette
production. Cependant, ce point dépasse largement le cadre du présent travail. Mentionnons
néanmoins la complexité des réactions impliquées dans la formation des oxydes d’azote, des

précurseurs importants de 1’ozone (De Soete, 1989).
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b) Effets sur appareil photosynthétique: structure et fonction

Les premiéres études en laboratoire sur la phytotoxicité de 1’ozone remonte en
1937 (Homan, 1937). Des dommages aux plantes attribuables aux oxydants photochimiques
ont été rapportés aussitét qu’en 1944 (Middleton er al. 1950). Cependant, il faut attendre
jusqu’en 1958 avant que 1’0zone soit identifi€é comme la composante responsable du caractére
phytotoxique des "smog" (Richards et al., 1958). L’évaluation des dommages se basait alors
sur la présence de symptémes visibles (chloroses, nécroses) sur le feuillage des plantes
affectées. Par la suite, des mesures de la croissance et du rendement des plantes d’intérét
économique allaient permettre de quantifier les effets de 1’ozone et des autres polluants. Un

nombre suffisant d’études nous permet de distinguer divers niveaux d’action de ces polluants.

L’activité photosynthétique d’une plante dépend de 1’intégrité structurale et
fonctionnelle de divers organites cellulaires et de leurs interactions. A ce sujet, le site premier
d’attaque de 1’ozone serait les membranes (Mudd et al., 1984; Heath & Castillo, 1988), ob son
action se manifeste via divers mécanismes d’oxydation (Sakaki et al., 1983; Guderian et al.,

1985; Heath, 1987, 1988).

L’ozone serait en mesure de peroxyder les constituants lipidiques des
membranes (Chia et al., 1984; Dodge & Gilham, 1986) en réagissant directement avec les
doubles liaisons des acides gras insaturés (Heath, 1987). Cette réaction s’effectue par la
formation de radicaux hydroxyles suite a4 1a décomposition rapide de 1’0zone en solution 2 la
surface des parois cellulaires et dans le plasmalemme (Grimes et al., 1983; Laisk et al., 1989)
et/ou par la production d’hydroxyperoxydes organiques qui implique 1a réaction des alkénes
tel que 1’éthyléne (Mehlhomn & Wellburn, 1987; Heath, 1988; Shoaf & Menzel, 1988; Hewitt

etal., 1990). Cependant, selon Mudd et al. (1971) ainsi que Nouchi & Tokama (1988), I’effet
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de 1’ozone serait plus important au niveau de la biosynthese des acides gras qu’au niveau de
I’oxydation directe des lipides. En plus de lipides, il appert que les protéines membranaires

seraient, elles aussi, attaquées par 1’ozone (Dominy & Heath, 1985).

L’ozone agit sur 1’intégrité structurale des cellules de la feuille ainsi que sur
le métabolisme de la plante principalement via la génération d’esp&ces toxiques dérivées de
I’oxygeéne (O,, H,0,, OH)(Grimes et al., 1983; Mehlhorn & Wellburn, 1988; Fangmeier et
al., 1990; Mehlhom et al., 1990). Leur présence, au niveau cellulaire, est souvent reliée 2 une
situation de stress (Elstner et al., 1988; Heath & Castillo, 1988; Alscher, 1989). Ces espéces
chimiques trés réactives peuvent conduire 2 la destruction des pigments (Sakaki et al., 1983),
a la peroxydation des lipides et a 1’altération de 1’ultrastructure des chloroplastes (Jung & Wild,
1988; Miyake et al., 1989). Ces modifications au niveau structural (lipides et/ou protéines)
vont se répercuter sur 1I’ensemble du métabolisme de la plante dont I’'une des conséquences les

plus connues demeure la réduction de 1’activité photosynthétique (tableau 1).

Divers mécanismes de détoxification, tels que 1’élimination des radicaux libres
et de 1’oxygene singulet en conjonction avec la superoxyde dismutase (Lee & Bennett, 1982;
Bennett et al., 1984; Rao & Dubey, 1990), la glutation reductase, 1’a-tocophérol et 1’acide
ascorbique (Guri, 1983; Lee et al., 1984; Chameides, 1989); la réduction des hydroxyperoxydes
par la glutathion reductase (Guri, 1983) et certains catalyseurs; la séparation et 1’élimination
des catalyseurs métalliques des sites d’action par des protéines et des agents chélateurs
(Halliwell, 1982; Chow, 1988), peuvent jouer en faveur d’une résistance accrue. Ces processus
au sein des cellules parenchymateuses du mésophylle explique une partie de la variation dans
la sensibilité des plantes 2 I’ozone (Moldau et al., 1991). Lee (1991) a démontré qu’une
grande résistance 2 1’ozone était associée 3 une augmentation de la concentration en acide

ascorbique chez un cultivar de féve soja (Glycine max L.) résistant 3 ce gaz. L’acide
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Tableau 1

Sommaire des effets de 1’0zone sur les plantes: biochimie

36

NIVEAU BIOCHIMIQUE

oxydation des liaisons sulfhydryles et des dou-
bles liaisons des acides gras

Sakaki et al., 1983, 1985
Guderian et al., 1985
Heath, 1987, 1988

bris des liaisons ester par les radicaux libres

Mackay et al., 1987

réduction de la concentration en acide linoléi-
que

Nouchi & Tokama, 1988

augmentation de la perméabilité membranaire

Evans & Ting, 1973
Mudd et al., 1984
Heath & Castillo, 1988

augmentation de 1’activité des catalases

Morré et al., 1990

inhibition, réversible ou irréversible, de 1’acti-
vité photosynthétique avec ou sans augmenta-
tion de la respiration mitochondriale

Barnes, 1972

Mann et al., 1980

Black et al., 1982

Coyne & Bingham, 1982
McLaughlin et al., 1982
Yang et al., 1983a, b
Keller & Hisler, 1984, 1987
Reich & Amundson, 1985
Tseng et al., 1988

Aben et al., 1990

Spence ef al., 1990
Wallin et al., 1990

réduction de 1’assimilation du CO,

Taylor ef al., 1961
Miller et al., 1969

réduction de la concentration en polysacchari-
des et en sucres foliaires

Miller et al., 1969
Amundson ef al., 1991

modification (augmentation ou réduction) de
I’activité de la nitrate réductase

Labeda & Alexander, 1978
Smith et al., 1990

augmentation de la concentration en polyamines
(putrescine et spermidine)

Kramer et al., 1991

synthese d’anthocyanines

Koukol & Dugger, 1967
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ascorbique doit ce pouvoir protecteur 2 sa capacité de réagir avec les radicaux libres (Lee,
1991). Ce r6le de protection ne se limite pas au cas de 1’ozone mais couvre d’autres stress

impliquant la production de tels radicaux.

La baisse dans la photosynthese, exprimée en terme de consommation nette de
CO, par unité de surface foliaire en présence de lumiére saturante, peut impliquer un ou
plusieurs des trois facteurs suivants: 1- 1a réduction de 1’effacité a fixer le CO, (carboxylation
moins efficace); 2- 1a réduction du taux de régénération de la ribulose biphosphate carboxylase;
ou 3- I’augmentation de la résistance stomatique (Darrall, 1989; Guderian et al., 1985; Farage
et al., 1991). Chez la plante, 1a photosynthése ne constitue pas le seul processus susceptible

d’étre affecté par la présence de 1’ozone dans 1’environnement.

Plusieurs équipes ont rapporté une augmentation de 1a respiration mitochon-
driale ("dark respiration") parallélement a une réduction de 1’activité photosynthétique (Barnes,
1972; Aben et al., 1990; Spence et al., 1990). Cette réaction normale permet 2 1a plante de
produire 1’énergie, sous forme de molécules d’ATP, nécessaire pour maintenir les réactions de
défense et de réparation. Nous verrons que ces variations, en sens opposées, de la photosyn-

the¢se et de la respiration mitochondriale compliquent notre interprétation du signal PA.

c¢) Effets sur la physiologie de la plante

L’ozone posséde le potentiel pour modifier divers processus physiologiques
(répartition du carbon assimilé, rendement, floraison...) en agissant directement sur certaines
structures cellulaires ou en réduisant 1’activité photosynthétique. Nous présentons de fagon

succinte, au tableau 2, certains des processus physiologiques affectés par 1’ozone.
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Tableau 2

Sommaire des effets de 1’0zone sur les plantes: physiologie et morphologie

38

NIVEAU PHYSIOLOGIQUE

réduction de la conductance stomatique

Coyne & Bingham, 1982
Reich & Amundson, 1985
Sanders et al., 1992

altération de la réaction des stomates
(augmentation de la transpiration, fermeture des
stomates,...)

Engle & Gabelman, 1966
Chappelka et al., 1988
Barnes et al., 1990b

lessivage foliaire accru

Rehfuess et al., 1982

réduction du contenue en amidon des feuilles,
des graines

Meier et al., 1990
Fuhrer ef al., 1990 et références citées

sénescence foliaire accélérée
abscission hative (feuilles et/ou fruits)

Noble & Jensen, 1980
Jensen, 1982

Reich, 1983

Reich & Lassoie, 1985
Heagle, 1989

Findlay & Jones, 1990
Kasana, 1991

réduction du transport des métabolites vers les
racines

McLaughlin & McConathy, 1983
Spence et al., 1990

réduction de la respiration des racines

Edwards, 1991

réduction du transport des racines vers la tige

Hogsett et al., 1985
Chappelka & Chevone, 1986

réduction de la croissance racinaire

Wiselogel et al., 1991

réduction de la masse séche
(totale, tige, racine)

Wiselogel et al., 1991

réduction de la résistance au froid

Brown et al., 1987

Barnes & Davison, 1988
Lucas e al., 1988

Fincher et al., 1989
Eissenstat ef al., 1991
Wolfenden & Wellburn, 1991
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Tableau 2 (suite)
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NIVEAU PHYSIOLOGIQUE (SUITE)

réduction de la croissance Kress & Skelly, 1982
Hogsett et al., 1985

Reich & Lassoie, 1985
Chappelka & Chevone, 1986
Shafer et al., 1987

Adams et al., 1988

Heagle, 1989

réduction du rendement Heagle, 1989

NIVEAU MORPHOLOGIQUE

modification de I’ultrastructure membranaire et | Thomson ef al., 1966, 1974
cellulaire (chloroplastes, mitochondries,...) Evans & Miller, 1972
Swanson et al., 1973

Pell & Weissberger, 1976
Sutinen, 1987

Miyake et al., 1989
Sutinen ef al., 1990

réduction de la croissance du tube pollinique Feder & Shrier, 1990 et références citées

réduction de la densité du bois Patton, 1981

réduction de la longueur des trachéides Wachsmutch et al., 1974
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La réduction de la conductance stomatique offre une certaine protection en
réduisant les échanges gazeux entre la feuille et 1’atmosphére. Cette limitation dans le
déplacement des gaz n’est cependant pas sélective. Ainsi, une réduction prolongée de la
conductance stomatique peut se traduire par une chute de 1’activité photosynthétique attribuable
a une baisse de la concentration interne de CO,. Cette exemple démontre bien 1’intégration des

divers processus au sein de la plante.

D’autres effets de 1’0zone, tel que la sénescence foliaire accélérée, la réduction
du transport de 1’eau et des sels minéraux des racines vers la tige ou la réduction du transport
des métabolites des feuilles vers les racines peuvent conduire 2 une baisse du rendement des
plantes. Ce sont ces effets d’une grande incidence économique (Temple, 1990) qui motivent

en grande partie les recherches sur 1’ozone.

Cependant, les manifestations des effets de 1’ozone sur la plupart des processus
physiologiques s’averent souvent trop tardives (répartition du carbone, floraison,...) ou trop peu
spécifiques (fermeture des stomates, augmentation de la respiration,...) pour présenter un intérét

quelconque dans 1’optique d’un dépistage hétif d’une exposition a ce polluant.

d) Effets sur la morphologie de la plante

La présence de divers types de lésions foliaires constitue fort probablement
’effet le plus évident de 1’ozone sur les plantes. A ce sujet, Hibben (1969) donne une
excellente description des symptémes de toxicité de 1’ozone dans le cas particulier de 1’érable
a sucre. Cependant, ces lésions succédent 2 des modifications plus subtiles aux niveaux

cellulaire (altération des constituants lipidiques et des protéines) et physiologique (activités
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photosynthétique et métabolique). De ce fait, la présence de 1ésions ne peut pas servir de

critere pour 1’établissement d’un diagnostique précoce d’exposition a ce polluant.

Suite a 1a réduction de I’activité photosynthétique et/ou a certaines modifica-
tions au niveau physiologique, la plante peut présenter une réduction de sa surface foliaire, du
nombre de fruits et de leur masse fraiche, ou méme de la densité du bois. Ces changements

possédent le potentiel d’abaisser la valeur marchande de la plante.

e) Généralités

Parmi les facteurs proposés pour expliquer la différence de sensibilité a1’ozone
et au NPA, Guderian et al. (1985) ont retenu: 1- le taux différentiel d’absorption de polluant
par unité de surface qui dépend du développement ainsi que de la distribution des stomates
fonctionnels; 2- la distribution non uniforme dans la feuille de polluant absorbé et son
influence sur la quantité atteignant les sites sensibles, distribution qui dépend des caractéristi-
ques morphologiques de la feuille. Ainsi, parce que les cellules du parenchyme palissadique
démontrent une plus grande sensibilité A 1’ozone que les autres cellules de la feuille (Hill ez

al., 1970), il en résulte une certaine polarisation des dommages observés.

Les différences de sensibilité 2 1’ozone attribuables A 1’4ge de la feuille, au
cultivar ou 2 1’espece sont bien établies (Beckerson et al., 1979; Nouchi & Aoki, 1979; Reich
& Amundson, 1985: Nouchi ez al., 1988). Par exemple, une plus grande sensibilité a 1’ozone
a été rapportée pour des feuilles ayant atteint S0-95% de leur taille maximale (Ting & Dugger,
1968; Hill et al., 1970; Tingey et al., 1973; Evans & Ting, 1974; Towsend & Dochinger,

1974). Alors que les jeunes feuilles démontrent généralement une bonne résistance a 1’ozone,
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celle des feuilles matures varie selon les espéces. Cette variation de la sensibilité a 1’ozone
en fonction de 1’age de la feuille a également été observée chez 1'érable a sucre (Guderian,
1977). De plus, Hibben (1969) a démontré la résistance supérieure du feuillage immature de

’érable 2 sucre a 1’ozone, comparativement au feuillage mature.

Cette variation ne se limite pas au cas des feuilles d’age différent mais peut
également se manifester de fagon marquée au sein d’une méme feuille o0 s’observent des
différences importantes, attribuables a 1’Age des divers tissus constitutifs (Kasana, 1991).
Ainsi, des zones ne présentant aucun symptéme peuvent se retrouver adjacentes a d’autres
régions visiblement endommagées (Glater et al., 1962; Evans, 1973). De fagon plus
particuliére, chez les Dicotylédones, cette situation tient de la différenciation progressive des
tissus de la feuille qui crée un gradient de sensibilité de 1’apex (sensible) vers la base (moins

sensible) de la feuille (Menser et al., 1963; Hill et al., 1970).

Il convient de faire une distinction entre une différence de sensibilité
attribuable a 1’4ge du tissu ou de la feuille et celle reli€e au stade de développement de la
plante (Hill et al., 1961; Ting & Dugger, 1968; Jones & Mansfield, 1982; Kasana, 1991). En
général, les plantules (stade cotylédonnaire) semblent particulierement sensibles (Hill et al.,

1970), bien qu’il soit difficile de dégager une tendance commune a 1’ensemble des espéces.

3) Le bioxyde de soufre

Le SO, se retrouve a des concentrations phytotoxiques prés ou dans de nombreuses
régions industrialisées. L’étude de ses effets sur la photosynthese, les processus biochimiques

et physiologiques de la plante comporte un intérét certain. La grande solubilité du SO, dans
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I’eau nous oblige A considérer également la toxicité des ions sulfite et 3 un degré moindre, des

ions sulfate (SO?).

a) Sources, chimie et transport

Le cas du bioxyde de soufre est fort différent de celui de I’0ozone. La synthése
ou plut6t la libération du bioxyde de soufre constitue un procédé relativement simple puisque
ce gaz provient essentiellement de la consommation des combustibles fossiles (charbon et
pétrole) ainsi que du traitement du minerai (métaux non ferreux). Alors que la contribution
du second connaft une baisse substantielle depuis les dix demicres années, 1’'importance des
combustibles fossiles dans la pollution par le SO, ne cesse d’augmenter. Enfin, une quantité

importante de SO, est produite de fagon naturelle (Plane, 1989).

Un polluant primaire tel que le bioxyde de soufre provient de sources qui
peuvent €tre identifiées. L’existence de sources fixes (centrales thermiques) et mobiles
(automobiles, avions,...) va se traduire par I’établissement d’un gradient de concentrations dont
les valeurs maximales se retrouvent prés de la source. L’ampleur de la distribution du SO,
dépendra de la vélocité et de la direction des vents. Sa distribution se révele limitée en
comparaison avec celle de 1’ozone pour lequel il n’existe pas de gradient bien défini (Ashmore

& Bell, 1991).

Les concentrations moyennes de bioxyde de soufre rapportées dans la littérature
varient entre 0.28 et 2.8 pg-m™ (0.1 et 1.1 ppb) en région naturelle et entre 20.0 et 524.0 pg-m™
(7.6 et 200.0 ppb) en région urbaine (Almqvist, 1974; Ottar, 1978; Prinz & Brandt, 1985).

Cependant, des concentrations maximales atteignant 1879 pg-m™ (717 ppb) ont été rapportées
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dans des régions industrialisées d’Australie (E.P.A., 1989). Les concentrations mensuelles
moyennes de bioxyde de soufre, de bioxyde d’azote et d’ozone pour deux stations d’échantil-

lonnage du Québec sont présentées aux figures 8 et 9.

Le SO, peut subir certaines transformations dans 1’environnement (Anderson
et al., 1989; Plane, 1989) qui conduisent, entre autres, 3 la production de dépbts secs,
d’aérosols acides et de soufre élémentaire. Environ 50% du SO, provenant de 1’activité
humaine est oxydé par les gouttelettes d’eau présentent dans les nuages (Langner et al.,
1992)(voir équation page 48). De plus, du tétrathionate et des thiosulphates sont produits suite

a I’oxydation naturelle du soufre ou suite 4 1’action microbienne du sol (Wainwright, 1978).

L’entrée du SO, dans la feuille peut s’effectuer de plusieurs fagons. Sous
forme gazeuse, le SO, pénétre A ’intérieur de la feuille essentiellement par les stomates
(Barrett & Benedict, 1970)(figure 10). Cette voie est d’ailleurs privilégiée par les autres
polluants gazeux (NO,, NPA, O,,...). Il devient alors évident que tout facteur susceptible de
modifier le fonctionnement des stomates affectera par le fait méme 1’entrée des polluants
gazeux dans la feuille et leur toxicité potentielle (voir pages 25 a 27). Par exemple, la
résistance des plantes au bioxyde de soufre augmente lorsque 1’humidité du sol approche le
point de flétrissement (Zimmerman & Croker, 1934). Les plantes vont démontrer une plus
grande résistance aux polluants gazeux durant la nuit, quand les stomates sont fermés. Une
fois & I’intérieur de la feuille, ol régne une humidité relative voisinant 100%, le SO, peut

diffuser dans 1’ensemble du réseau des espaces intercellulaires.

La grande solubilité du SO, dans 1’eau (Hales & Sutter, 1973; Hocking &

Hocking, 1977) conduit 2 la formation d’acide sulfurique suivant la réaction:



CHAPITRE III: POLLUTION ATMOSPHERIQUE ET DEPERISSEMENT FORESTIER 45

60
[ A + NO2
R ) ® O3
- + o SO
50__ + + . 2
~ +
| 40P +
& i
+
g [ + + +
% 30_‘
& +
8 i
£ 20 | +
O I
10F _ o " 4 4 o ° oo
- . g
[ ° ¢ o ° o o o ° °
O 1 1 1 1 1 1 ot 1 1 | 1 |
J F M A M J J A S 0 N D
Mois
60
i B + NO2
i e O3
50 | ° S0
a 40F
& [
c -
2 30}
g : .
5 [ ° °
L [ ]
%20_‘ + P
o i + + +
10 f * b . : ;
[ A ] u] a} (] o +
B o o o ®
O 1 | 1 1 | 1 1 -l I 1 | 1
J F M A M J J A S 0 N D

Mois

Figure 8. Abondance du bioxyde d’azote, de 1’0zone et du bioxyde de soufre dans la
région de la Beauce en 1987 (moyennes mensuelles)

A) station 06061, B) station 06068
(Source: Gouvernement du Québec, 1987)
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Figure 9. Abondance du bioxyde d’azote, de 1’ozone et du bioxyde de soufre dans la
région de la Beauce en 1988 (moyennes mensuelles)

A) station 06061, B) station 06068
(Source: Gouvernement du Québec, 1988)
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Figure 10. Schéma simplifié de I’absorption et de la distribution des polluants gazeux dans
‘ une feuille type: cas du bioxyde de soufre

1- cuticule; 2- paroi cellulaire; 3- épiderme inférieur; 4- stomate; 5- cellule de garde; 6- espace
intercellulaire; 7- parenchyme lacuneux; 8- parenchyme palissadique; 9- épiderme supérieur;
10- chloroplastes. == Distribution du SO, gazeux; <=+ diffusion des espéces ioniques
dissoutes (H*, HSO;, SO3, SOY). (D’aprés Knabe, 1976).
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SO, + H,0 - HSO; + H*

(constante de la réaction: 3.4 x 10° s)(Mudd, 1975), dans la phase aqueuse de 1’apoplaste

entourant les cellules du parenchyme foliaire (Miszalski & Ziegler, 1989).

La production de cet acide survient également dans les précipitations et a la
surface de la plante lorsque celle-ci est suffisamment humide. Il en résulte que le SO, peut
également pénétrer A I'intérieur de la feuille en traversant la cuticule sous forme d’ions H* et
HSOj3. La solubilité du SO, dans I’eau risque donc de créer un gradient de concentration 2
I’intérieur de la feuille, les plus grandes concentrations se retrouvant prés des points d’entrée

(stomates et cuticule).

b) Effets sur I’appareil photosynthétique: structure et fonction

Le bioxyde de soufre qui parvient jusqu’a la feuille pourra y réagir (figure 10)
pour conduire 3 I’accumulation de divers ions (H*, HSO3, SO%). Les transformations métaboli-
ques de ces ions, qui seraient fortement influencées par la présence de lumiére (Asada & Kiso,
1973; Asada, 1980), vont mener 2 la formation d’autres espéces chimiques. Ainsi, les ions
sulfites seront oxydés principalement en ions sulfates et, 3 un degré moindre, en sulfide

d’hydrogeéne (H,S).

Une fois pénétrés dans la cellule, les ions sulfite pourront étre métabolisés dans
le cycle du soufre de la plante (Thomas et al., 1944; Schmidt & Jédger, 1992). Ceci explique
I’effet stimulateur du SO, sur la photosynthése (Muller et al., 1979; Winner & Mooney, 1980)

ainsi que sur la croissance rapporté suite a certaines expériences de fumigation (Thomas et al.,
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1943; Cowling & Lockyer, 1976; Lockyer & Cowling, 1981; Clarke & Murray, 1990; Murray
& Wilson, 1990a). La transformation du bioxyde de soufre en sulfite fait de ce dernier un
intermédiaire important dans I’expression de 1a phytotoxicité de ce polluant gazeux. Lorsqu’ils
atteignent des concentrations élevées, les ions sulfite et sulfate deviennent toxiques pour la
plante. Le potentiel réducteur de I’ion sulfite lui confére une toxicité 30 fois supérieure a celle
de I’ion sulfate (Thomas et al., 1943). Pour cela, il nous apparait pertinent d’étudier le ou les

mécanismes d’action de 1’ion sulfite.

Il semble que la toxicit¢ du SO, (induction de nécroses, réduction de la
croissance et du dégagement photosynthétique d’oxygéne) est plus importante lorsque la
fumigation a lieu 4 I’obscurité¢ (Davies, 1980; Jones & Mansfield, 1982; Olszyk & Tingey,
1984: Adams et al., 1989). Cette toxicité accrue serait attribuable a 1’accumulation d’ions H*
et sulfite dans les cellules, accumulation consécutive a la réaction du SO, et de 1’eau présent
3 la surface des cellules et dans le plasmalemme (Pfanz et al.,, 1987b). Cependant, la
contribution réelle de ces deux types d’ions (hydrogéne et sulfite) dans le phénomeéne

d’inhibition n’est pas claire.

Alscher et al. (1987a) ont obtenu une corrélation positive entre le contenu en
ions sulfites et 1’inhibition de la fixation photosynthétique de CO, en présence de lumiére. La
moindre toxicité du SO, en présence de lumiére serait attribuable a la capacité de détoxification
de la plante qui serait en mesure de réduire et d’incorporer le SO, dans divers composés
organiques ou méme de le réémettre dans I’atmosphére (Sekija e al., 1982; Adams et al., 1989;
Rennenberg et al., 1990). De plus, la photooxydation des ions sulfites en ions sulfates, moins
toxiques pour les cellules, contribuerait a la protection de la plante. Cependant, cette réduction
entraine la formation d’especes réactives (OH', SO3, O3, HSO;, H,0,) également capables

d’inhiber 1a photosynthése (Asada, 1980; Alscher et al., 1987b) et de peroxyder divers
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constituants cellulaires (Peiser et al., 1982; Sandmann & Boger, 1982; Peiser & Yang, 1985;

Sandmann & Gonzales, 1989)..

Il appert donc, qu’en présence de lumiere, la toxicité du bioxyde de soufre
implique I'ion sulfite et les especes réactives. Le ou les sites d’action de 1’ion sulfite et des
espéces réactives de méme que 1’importance de 1’inhibition qu’ils causent sur le transport

photosynthétique d’électron demeurent a préciser.

Un examen de la littérature nous permet de constater que plusieurs sites
d’action de I’ion sulfite ont été proposés. Par exemple, les ions sulfite produits suite a une
fumigation au SO, inhiberaient le transport photosynthétique d’électrons (Silvius et al., 1975;
Shimazaki er al., 1984b; Covello et al., 1989), la photophosphorylation (Silvius et al., 1975;
Cerovic et al., 1982), le cycle des pentoses ou cycle de Calvin (Marques & Anderson, 1986).
L’évaluation de I’importance de 1’inhibition causée par cet ion et de ses mécanismes d’action

sont donc d’un intérét évident.

En quantité suffisante, le bioxyde de soufre produit un effet inhibiteur sur
I’activité photosynthétique (tableau 3). Cependant, une augmentation de la photosynthése peut
survenir aux concentrations subinhibitrices. Alors que le seuil de sensibilité au bioxyde de
soufre des plantes se situe entre 200 et 400 ppb, Black & Unsworth (1979) ont rapporté¢ un
seuil de 35 ppb pour la féverole (Vicia faba L. cv. Dylan). Sur ce point, Darrall (1989)
suppose que, dd au fait que ces plantes aient été produites dans une chambre de croissance, leur
sensibilité au bioxyde de soufre en serait augmentée. Suivant ce méme raisonnement, il avance
que des plantes ayant cr@ en nature manifesteraient une plus grande résistance a ce gaz. Si
cette explication est juste, la comparaison entre spécimens provenant de chambres de croissance

et ceux prélevés ou maintenus en nature risque d’étre difficile.
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Tableau 3

Sommaire des effets du bioxyde de soufre! sur les plantes
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NIVEAU BIOCHIMIQUE

réduction de 1’activité photosynthétique
comprend le transport d’électron et la fixation
du CO,, avec ou sans modification de la respi-
ration mitochondriale

Paul & Bassham, 1978
Lorenc-Pluciriska, 1978
Furukawa ef al., 1979
Shimazaki & Sugahara, 1979
Wellburn, 1982

Carlson, 1983

Shimazaki et al., 1984a
Sakaki & Kondo, 1985
Alscher et al., 1987a
Lorenc-Plucifiska & Ziegler, 1989
Murray & Wilson, 1990a, b
Wagner et ai., 1990

Wilson & Murray, 1990
Beauregard, 1991

augmentation de 1’activité photosynthétique
comprend le transport d’€électron, la fixation du
CO, et la réduction du NADP

Thomas et al., 1943

Libera et al., 1973

Ziegler & Libera, 1975

Cowling & Lockyer, 1976

Paul & Bassham, 1978

Lockyer & Cowling, 1981

Sakaki & Kondo, 1985
Lorenc-Plucifdska & Ziegler, 1989
Clarke & Murray, 1990

Murray & Wilson, 1990a, b, 1991

réduction de la synthése d’ATP

Dumas et al., 1989

peroxydation des lipides membranaires
(par les especes réactives)

Peiser et al., 1982
Sandmann & Boger, 1982
Peiser & Yang, 1985
Sandmann & Gonzales, 1989

augmentation de la respiration mitochondriale

Darrall, 1991

réduction de 1’activité de la fructose - 1,6 -
biphosphate carboxylase

Montiel-Canobra et al., 1991

1 Ce tableau concerne également les diverses especes ioniques associées au SO,, tels les sulfites et les sulfates.
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Tableau 3 (suite)
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NIVEAU BIOCHIMIQUE (suite)

réduction de I’activité de certains enzymes

Khan & Malhortra, 1982
Wellburn, 1982
Yamauchi et al., 1983
Katoh ef al., 1989
Pierre & Savouré, 1990

réduction de la quantité de protéines solubles

Pierre & Queiroz, 1988

réduction de la quantité de lipide

Khan & Malhotra, 1977

augmentation de la concentration en glutathione

Madamanchi & Alscher, 1991

destruction des pigments

Peiser & Yang, 1977
Shimazaki et al., 1980

acidification des espaces intracellulaires,
modification de 1’activité des protéines,
augmentation de la perméabilité de 1a membra-
ne cytoplasmique

Lorenc-Pluciriska & Ziegler, 1987b, 1988

NIVEAU PHYSIOLOGIQUE

modification du fonctionnement des stomates

Kimmerer & Kozlowski, 1981
Atkinson & Winner, 1989 et références citées

stimulation ou inhibition du transport par le
phloem (phloem loading)

Lorenc-Pluciiska & Ziegler, 1987a, b
Lorenc-Pluciiiska et al., 1989

réduction des mycorrhize

Clapperton et al., 1990

NIVEAU MORPHOLOGIQUE

modification des membranes cytoplasmiques

Alebic-Juretic & Arko-Pijevac, 1989

modification structurale du PSII

Schulz et al., 1960

modification des propriét€s mécaniques des
parois cellulaires

Mayo et al., 1992
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La réduction de 1’assimilation du CO, provoquée par le SO, découle de son
action sur le fonctionnement des stomates (Kimmerer & Kozlowski, 1981) de méme que sur
divers processus biochimiques (Shimazaki & Sugahara, 1979; Wellburn, 1982; Darrall,
1989). Ainsi, plusieurs auteurs ont rapporté que le SO,, sous forme gazeuse ou d’ions sulfite,
inhibe le transport photosynthétique d’électrons et inactive certaines enzymes du cycle de

Calvin (Shimazaki & Sugahara, 1979; Wellburn, 1982; Shimazaki ez al., 1984a).

Cependant, d’autres chercheurs ont rapporté une augmentation du transport
d’électron, de la réduction du NADP et de la fixation du CO, chez des chloroplastes mis en
présence d’ions sulfite ou chez des chloroplastes isolés a partir de feuilles exposées au SO,

(Libera et al., 1973; Ziegler & Libera, 1975).

c¢) Effets sur la physiologie de la plante

Contrairement a 1’0zone qui ne présente aucune utilité pour la plante, le SO,
peut contribuer positivement 2 1’apport en soufre de celle-ci. Sous forme réduite, le soufre est
essentiel A la biosynthése de nombreux métabolites primaires et secondaires et de certains
coenzymes (Schmidt & Jiger, 1992). Sa présence est également requise sous forme oxydée
pour la synthese de sulfolipides présents dans les membranes chloroplastiques. Enfin, le soufre
joue un r6le important dans la croissance de méme que dans la régulation du développement

de 1a plante (Schmidt & Jédger, 1992 et références citées).

En dépit du r6le essentiel du soufre dans le métabolisme de la plante, la
présence du SO, dans 1’atmosphere revét un caractére phytotoxique évident. Cette toxicité

s’exerce sur diverses enzymes (endoprotéases,...) ou sur certains processus physiologiques
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(fonctionnement des stomates et du phlodme). Dans la nature, il est fort probable que le SO,

agit a plusieurs niveaux pour causer une réduction de la croissance et/ou du rendement.

d) Effets sur la morphologie de la plante

L’identification visuelle d’une exposition au SO, constitue un travail incertain
étant donnée la multitude de sympt6mes susceptibles de mimer celle-ci (Barrett & Benedict,
1970). Tout comme dans le cas de I’ozone, la présence de chloroses et de nécroses foliaires
représente une manifestation évidente de la toxicité du SO, pour la plante. Cependant, des
modifications plus subtiles, au niveau des organites cellulaires, précédent 1’apparition des

symptémes visibles 4 1’oeil nu (tableau 3).

e) Généralités

En présence de bioxyde de soufre, les plus jeunes feuilles ayant atteint leur
pleine expansion présentent généralement la plus grande sensibilité & ce polluant. Cette
sensibilité est moindre chez les feuilles plus agées et minimale chez les feuilles en expansion

(Barrett & Benedict, 1970).

Une grande variabilité dans la sensibilité au SO, s’observe chez les plantes
annuelles en fonction de leur stade de développement (Barrett & Benedict, 1970). En plus de
ces facteurs reliés a 1'4ge ou au stade physiologique de la plante (Pande, 1984), certains
facteurs relatifs au métabolisme de la plante peuvent intervenir dans la manifestation de degré

de sensibilité au polluant. Ainsi, lorsque le contenu en sucre de la feuille est bas, situation qui
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prévaut le matin, la plante démontre une moins grande résistance au bioxyde de soufre

(Thomas, 1961).

Pour avoir une vision plus complete des effets du bioxyde de soufre dans
I’environnement, il faudrait également analyser le phénomene des dépositions acides (séches
et humides) pour lesquelles le SO, contribue largement (Raynal et al., 1982a). Cependant,
notre étude se limite aux effets de 1’ozone et du bioxyde de soufre et de I’ion sulfite. II faut
néanmoins retenir que la contribution des oxydes d’azote, précurseurs de 1’ozone, et celle du

bioxyde de soufre 2 la formation des dép6ts acides demeurent primordiales.

4) Action combinée

De fagon générale, les plantes démontrent une sensibilité accrue lorsqu’on les expose
a une combinaison de polluants. Parmi les effets observés, mentionnons une réduction du seuil
de sensibilité, en comparaison avec ceux obtenus avec les polluants considérés individuelle-
ment, ainsi qu’une augmentation (synergisme) de leur pouvoir inhibiteur (Darrall, 1989). Dans
ce travail, nous n’avons pas cherché a vérifier 1’effet combiné de 1’ozone et du bioxyde de

soufre.

Il faut cependant mentionner, que dans la nature, la plante peut se voir exposée
plus d’un polluant simultanément ou en altermance. De plus, d’autres sources de stress
(biotiques et abiotiques) risquent de venir moduler, en exacerbant ou en amoindrissant les
effets du ou des polluants présents, et cette possibilité augmente avec la longévité de la
plante. Il en va de méme pour I’effet des conditions environnementales sur 1’expression de la

réaction de la plante (Black, 1982).
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B) Le dépérissement forestier

1) Historique

Le Québec connait depuis quelques années une détérioration appréciable de 1’état
de santé de ses foréts. Ainsi, entre 1978 et 1982, on signalait plusieurs cas de dépérissement
dans les érablieres (Roy et al., 1985; Carrier, 1986). La situation n’est pas nouvelle et de
nombreux autres épisodes ont été observés depuis la fin des années 20. Mentionnons ceux
ayant affectés le fréne noir (Fraxinus nigra Marsh.) en 1927, 1’érable & sucre dans la région
de la Beauce, puis le bouleau blanc (Betula papyrifera Marsh.), le bouleau jaune (Betula
alleghaniensis Britton) a 1a fin des années 30, et le hétre & grandes feuilles (Fagus grandifolia
Ehrh.) dans les années 40 et 50 (Pomerleau, 1944; Clark, 1961; Benoit et al., 1985). Contrai-
rement a ce que 1’on observe depuis un dizaine d’années, ces €pisodes €taient localisés, ils tou-

chaient une seule ou peu d’especes 2 la fois et se développaient lentement (Carrier, 1986).

Le phénoméne semble remonter encore plus t6t en Ontario ou plusieurs cas de
dépérissement des érablieres ont été rapportés depuis le début du siécle (Zabel ez al., 1958;
Skilling, 1959, 1964; Hepting, 1960; Kessler, 1963; Hibben, 1964, 1969; Houston & Kuntz,
1964; Lacasse & Rich, 1964; Griffin, 1965; Riffle & Kuntz, 1966; Westing, 1966; Houston,
1967; Disanzo & Rohde, 1969; Rich & Walton, 1979; McGauley, 1983). Plus récemment, des
cas concernant spécifiquement 1’érable 2 sucre y ont été signalés (Canadian Forestry Service,
1980; Howse et al., 1981; Kondo & Taylor, 1985; McLaughlin ez al., 1985; Mcllveen et al.,

1986; Scott, 1987; Gross, 1991).

Les causes vraisemblables des épisodes rapportés avant le milieu des années 80 ont

été identifiées dans la plupart des cas (tableau 4) et elles ne permettent pas de les relier au
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Tableau 4

Sommaire des causes associées au dépérissement de 1’érable a sucre

en Amérique du Nord entre 1947 et 1985
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AGENT CAUSAL CASONTAR]O% (?Al;EBEC ET I:Z%U e ToTAL .
Conditions climatiques 12 11 8 9 20 11
Sécheresse 6 6 7 8 13 7
Chenille a tente 12 12 2 2 14 7
Autres insectes 11 11 7 8 18 10
Nématodes 0 0 5 6 5 3
Pourridié-agaric 6 6 5 6 11 6
Autres maladies 15 15 11 13 26 14
Sel 3 3 7 8 10 5
Herbicides 3 3 2 2 5 3
Précipitations acides 2 2 2 2 4 2
Pratiques sylvicoles 4 4 2 2 6 3
Carences nutritives 0 0 4 S 4 2
Blessures mécaniques 4 4 1 1 5 3
Cause inconnue 19 18 10 12 29 15
Autres causes 5 5 10 12 15 8

(D’apres Mcllveen et al., 1986)
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phénomene observé actuellement dans le nord-est du continent (Mcllveen er al., 1986). Selon
cet auteur, des cas de dépérissement relevés depuis le milieu du siecle jusqu’en 1985 en
Amérique du Nord, seul un faible pourcentage (2%) a pu étre relié 2 la pollution atmosphérique
(tableau 4). 11 faut cependant souligner que 1’on cherchait, 2 cette époque, 2 identifier des

causes uniques pour expliquer les cas de dépérissement.

Alors que diverses foréts d’Europe présentaient des symptémes évidents de perte de
vitalité aussit6t qu’en 1970 (Schiitt & Cowling, 1985; Anonyme, 1989), les foréts d’épinettes
et de sapins situées a haute altitude seraient affectées depuis le début des années soixante aux
Etats-Unis et en Europe centrale (Johnson & Siccama, 1984). 1l appert que pour ces divers cas,
le dépérissement serait attribuable 2 I’interaction entre plusieurs agents, dont les polluants
atmosphériques (Johnson & Siccama, 1983, 1984; Blank, 1985; Rehfuess, 1987; Johnson et al.,

1988).

2) Importance

Le dépérissement s’observe au Québec (Lachance, 1985; Mcllveen er al., 1986), en
Ontario (McLaughlin er al., 1985; Rennie, 1986, 1987a, b; Anonyme, 1989) et dans les états
du nord-est américain, plus particulierement le Michigan, le New Hampshire, New York et le
Vermont (Kessler, 1963; Siccama er al., 1982; Johnson & Siccama, 1983; Vogelmann ez al.,

1985; Allen, 1987).

Pour bien saisir 1’ampleur du dépérissement qui sévit présentement, mentionnons
qu’une étude effectuée en 1983 au Québec démontrait que plus de 52% des €rabliéres présen-

taient des signes de dépérissement 2 divers degrés (Lachance, 1985). Le tableau 5 donne des



Tableau 5

Importance du dépérissement des érabliéres au Québec en 1983

ERABLIERES NOMBRE MOYEN D’ERABLES A
1 ECHANTILLONNEES SUCRE PAR ERABLIERE
NIVEAU" DE
DEPERISSEMENT
AVEC 6% ET PLUS DE
NOMBRE % FEUILLAGE MANQUANT MorTs
Nul
(0-6%) 124 48.2 8.3 0.9
Léger
(7-13%) 90 35.1 21.2 3.1
Modéré
(14-20%) 28 10.9 39.1 4.6
QGrave
& 21%) 15 5.8 45.8 10.4
Total 257 100 21.5 2.7

(D’apres Lachance, 1985)

1 Il convient de signaler que le niveau et la classe de dépérissement correspondent A deux choses différentes. Le niveau donne une indication de 1’abondance
des arbres présentant des signes de dépérissement dans une forét alors que la classe fait référence au pourcentage de feuillage manquant dans un arbre
déterminé.
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détails sur les résultats de cette étude. Le cinquigme de la surface occupée par les érablieres
était atteint en 1981 et la progression du phénomene s’est accrue réguli¢rement entre 1983 et
1986 (Lachance, 1985; Bordeleau, 1986; Carrier, 1986; Gagnon et al., 1986). A ce sujet,
Hendershot & Jones (1989) donnent une excellente description de 1'évolution et de 1’étendue
du dépérissement des érablieres au Québec depuis 1980. En Ontario, on estimait 3 environ

3.5% le nombre d’arbres morts en relation avec ce phénomeéne (Anonyme, 1989).

Bien que I’érable a sucre constitue 1’essence forestiere la plus sévérement atteinte
(Roy et al., 1985), d’autres feuillues telles que le bouleau jaune, 1’érable rouge (Acer rubrum
L.), le fréne blanc (Fraxinus americana L.), le hétre 2 grandes feuilles et le tilleul d’Amérique
(Tilia americana P. Mill.) sont également affectés (Gross, 1991). Certains de nos résineux,
dont I’épinette blanche (Picea glauca (Moench) Voss), I’épinette de Norveége ou épicéa (Picea
abies (L.) Karst), 1a pruche du Canada (Tsuga canadensis (L.) Carr.) et le sapin baumier (Abies
balsamea (L.) Mill.) présentent, eux aussi, des symptémes de déclin (Tétu, 1988; Janicki &
Jones, 1990-1991). Contrairement A ce qu’on observe en Europe et aux Etats-Unis, le

dépérissement au Canada affecte principalement les essences feuillues (Carrier, 1986).

En ce qui concerne le nord-est américain et 1’Europe, ce sont surtout des essences
résineuses, telles que 1’épinette rouge dans le nord des Etats-Unis, 1’épinette de Norvege et le
sapin pectiné (Abies alba Mill.) en Europe, qui présentaient des signes de déclin lors des
premigres observations de dépérissement (Bouvarel, 1984; van Doren, 1986). Plusieurs espeéces
de feuillus, tels que les frénes, les érables, les chénes et les hétres semblent maintenant
affectées a divers degrés (Becker & Lévy, 1982, 1983; Durant et al., 1983; Guillaumin et al.,
1983; Groene, 1985; Schiitt & Cowling, 1985; Bonneau, 1986, Anonyme, 1989). Par son
étendue, son évolution et le nombre d’espéces qu’il frappe, le dépérissement suscite un intérét

sans précédent comme en témoigne 1’abondante littérature sur le sujet.
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3) Symptémes

Chez les feuillus, et plus particulierement chez 1’érable a sucre, le dépérissement se
manifeste par 1’apparition de feuilles petites, souvent naines, et piles avec des nécroses
interveinales, des chloroses et br@ilures marginales. Les feuilles ont d’ailleurs tendance a se
colorer et tomber précocement 3 ’automne. De plus, il est possible d’observer une perte
graduelle des feuilles qui se manifeste dans le pourtour de la cime. A cela s’ajoute le
déssechement progressif puis la mort des ramilles et des jeunes branches de 1’extérieur vers

I’intérieur du houpier et 1a mort des bourgeons.

L’apparition de rameaux adventifs' (Griffin, 1965; Mcllveen et al., 1986) et le
décollement de 1'écorce sur les branches et sur le tronc ont également été signalés. Une
réduction de la croissance foliaire et du tronc (Roy et al., 1985; Gross, 1991), de méme que

des réserves amylacées (Mcllveen et al., 1986) peuvent Etre observées.

4) Causes probables

Malgré I’évidence du probleéme, 1’identification de la (des) cause(s) exacte(s) du
dépérissement ne fait pas I’unanimité. A ce sujet, I’approche la plus intéressante est sans doute
celle proposée par Manion (1981). Selon cet auteur, il faut considérer la mort d’un arbre
comme un processus multifactoriel ce qui 1’a conduit a2 nous proposer un modele connu sous
le nom de la spirale de 1a mort d’un arbre. Selon ce modele, il serait possible de classer les

divers facteurs de stress, tant abiotiques que biotiques, selon leur incidence sur 1’état de santé

1 Adventif: se dit d'un organe qui apparait a un endroit inhabituel.
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et éventuellement la mort de 1’arbre. Ainsi, des facteurs prédisposeraient la plante alors que
d’autres en déclencherait le dépérissement. Finalement, d’autres facteurs seraient en mesure

d’en aggraver I’expression. Examinons le cas de 1’érable a sucre.

Les modifications chimiques induites par la défoliation de 1’érable a sucre favorise-
raient la croissance du pourridié-agaric ou armillaire (Armillaria mellea (Vahl. ex Fr.) Kumm.)
(Parker & Houston, 1971; Wargo, 1972; Wargo et al., 1972; Wargo & Houston, 1974; Houston,
1981; Wargo, 1981). La présence de cet organisme responsable de la carie des racines

contriburait au dépérissement (Davidson & Paradis, 1978; Roy et al., 1985).

Dans ce méme ordre d’idées, une mauvaise pratique sylvicole, comme la coupe
sélective dans les érabli¢res en exploitation, pourrait accentuer le processus de dépérissement
(Roy et al., 1985). La pollution atmosphérique, et plus particulierement 1’ozone, pourrait
prédisposer les arbres a I’action d’autres agents naturels tels les sécheresses estivales puis le
gel et la dessication hivemnales (Friedland er al., 1984; McLaughlin, 1985; Brown et al., 1987,
Bames & Davison, 1988; Lucas ef al., 1988). A ce sujet, Lachance (1985) propose que les
écarts climatiques seraient le principal facteur de déclenchement du dépérissement de cette
espéce au Québec. De plus, la défoliation ralentirait la cicatrisation chez 1’érable (Wargo,
1977). L’attaque par les insectes a déja été identifiée comme facteur de déclenchement du

dépérissement chez 1’érable 2 sucre (Mcllveen et al., 1986).

Les dépbts acides, dans le cas du dépérissement des érablieres en Ontario,
constituent un bon exemple de facteur d’aggravation (Mcllveen et al., 1986). Dans ce cas
particulier, le pourridié-agaric, 1’dge de 1’arbre et la pratique sylvicole constitueraient des
facteurs de prédisposition, alors que les nématodes, les déficiences nutritives et les polluants

atmosphériques constitueraient des facteurs aggravants (Mcllveen et al., 1986). De plus,
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Griffin (1965) a proposé que des conditions environnementales adverses seraient d’importants
facteurs ayant contribué aux épisodes de dépérissement de 1'érable a sucre rapportés en Ontario
au début des années 50. Nous pouvons donc constater que plusieurs facteurs ont été retenus

ou identifiés dans le cas du dépérissement des érables.

Dessureault (1983) propose les facteurs suivants dans le cas particulier des érabli¢res
du sud du Québec:

1- facteurs de prédisposition: la nature du site, I’aménagement, 1’exploitation, la

diminution de la fertilité des sols causée par les pluies acides ou la pollution;

2- facteurs provocateurs: les épidémies d’insectes défoliateurs, les périodes de gel-

dégel, 1a sécheresse;

3- facteurs d’aggravation: le pourridié-agaric (armillaire), le perceur de I'érable

(Glycobius speciosus Sarg.) également retenu par Bauce & Douglas (1992), les virus.

La contribution de certains de ces facteurs, comme 1’appauvrissement du sol, le
mauvais drainage et 1’attaque par la livrée des foréts (Malacosoma disstria Hbn.), dans le
dépérissement des érabliéres au Québec a été retenue par Roy ef al. (1985). Selon cet auteur,
les résultats des études obtenus jusqu’a 1985 témoigneraient de la complexité du dépérissement

de I’érable a sucre.

En dépit du manque d’informations sur l’'importance relative des divers facteurs
impliqués, il semble évident que le dépérissement résulte des effets cummulatifs de
’interaction entre plusieurs facteurs (Roy et al., 1985). L’épisode de dépérissement des années
70 qu’a subi I’Ontario impliquerait une épidémie sévere de chenilles a tente (livrée des foréts)
combinée aux sécheresses printanieres de 1976, 1979 et 1983 comme facteurs de déclen-

chement (Scott, 1987).



CHAPITRE II: POLLUTION ATMOSPHERIQUE ET DEPERISSEMENT FORESTIER 64

Nous avons souligné le potentiel phytotoxique de 1’0zone et du bioxyde de soufre.
L’abondance relative de 1’ozone dans le sud du Québec, od se manifeste le dépérissement de
I’érable a sucre, justifie qu’on examine la résistance de cette espéce a ce polluant gazeux.
L’activité photosynthétique des plantes est particuli¢rement sensible aux variations des facteurs
environnementaux. Dans certaines conditions, elle constitue un bon indicateur de 1’effet des
polluants. Puisque la SPA permet la détermination de cette activité, nous devrions étre en
mesure d’évaluer la sensibilité a 1’ozone de 1’érable a sucre. Les résultats obtenus pourrons
servir d’indicateur de I’importance potentielle de 1’ozone dans le dépérissement de 1’érable 2
sucre. Il serait cependant imprudent d’extrapoler sans aucune réserve nos résultats au probleme
du déclin de cette espéce puisque nos expériences ne tiennent pas compte de 1’ensemble des

facteurs abiotiques et biotiques qui peuvent venir modifier 1’effet du polluant étudié.



CHAPITRE 1V

SPECTROSCOPIE PHOTOACOUSTIQUE

A) Généralités

1) Rappel historique

Nous vous référons aux ouvrages de Rosencwaig (1980a, b) et de Pao (voir
Rosencwaig, 1977), qui traitent en profondeur de 1’histoire de 1a SPA. 1l convient cependant
de rappeler certains points importants qui devraient permettre au lecteur de mieux situer la SPA

dans son contexte historique.

Nous devons a Alexander Graham Bell (Bell, 1880) la premi¢re description d’une
expérience mettant en pratique 1’effet photoacoustique (appelé 2 cette époque effet optoacousti-
que). Bien que la connaissance de cet effet soit plus que centenaire, son application pour des
fins analytiques a connu une certaine stagnation imposée par les limitations dans la
performance des sources d’excitation (lampes), des systémes de détection (microphones et
autres) et d’amplification. Les progres importants dans le domaine de 1’électronique vers la

fin des années 60 allaient permettre le début réel de 1a SPA en tant que technique d’analyse.

D’abord utilisée pour 1’analyse des gaz (Kreuzer & Patel, 1971), 1a SPA connu par
la suite de nombreuses applications, comme la détermination des propriétés optiques et

thermiques des liquides et des solides (Harshbarger & Robin, 1973; Rosencwaig, 1973a, b,
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1975a, b, 1977, 1978; Somoano, 1978; Coufal, 1986; Tam, 1986; Sawada & Kitamori, 1988;
Sunandana, 1988). La technique fut éventuellement utilisée pour étudier des spécimens

biologiques d’origine animal ou végétal.

2) Principe de base

L’effet photoacoustique repose sur un principe de base simple: tout corps ou toute
substance qui absorbe de 1’énergie lumineuse en restitue une fraction variable sous forme de
chaleur. Le phénomeéne PA ne se limite pas 2 1’absorption de la lumiére visible mais touche

une large portion du spectre électromagnétique.

Pour une bonne compréhension des applications de la SPA dans 1’analyse de la
photosynthe¢se, considérons 1’exemple de la chlorophylle. Lorsqu’une telle molécule n’absorbe
aucune lumiere, ses électrons demeurent 2 leur niveau de moindre énergie ou état fondamental
singulet S,. Cependant, suite a 1’absorption d’énergie lumineuse, un électron de la molécule
passera 2 un niveau énergétique supérieur (S,, S,,...) selon la longueur d’onde de la lumiére
d’excitation. Les courtes longueurs d’onde, plus énergétiques que les longues, provoquent des
transitions vers les niveaux plus élevés. L’énergie ainsi gagnée par 1’électron sera dissipée

selon I’un des mécanismes illustrés de fagon simplifi€e 2 la figure 11.

Bien que la conversion en chaleur! de 1’énergie lumineuse absorbée s’effectue
rapidement (= 10 s), d’autres mécanismes dissipateurs peuvent intervenir et ainsi faire varier

I’importance des émissions non-radiatives (chaleur). Ces mécanismes compétiteurs peuvent

1 Voir le traitement du bilan thermique de la feuille en fin de chapitre.
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étre divisés en deux grandes catégories: la luminescence et les réactions photochimiques. La
luminescence comprend les mécanismes par lesquelles 1'énergie est dissipée par la production
de lumiere (émission de photons) de longueur d’onde supérieure A celle de la lumiére
absorbée. Ceci comprend la fluorescence et la phosphorescence. Alors que la fluorescence
disparait de facon instantanée aprés 1’extinction de la source d’excitation, la phosphorescence,
quant 2 elle, peut persister plusieurs secondes apreés celle-ci et démontre, dans ce cas, une

dépendance vis-a-vis de la température.

Par réactions photochimiques, nous entendons 1’ensemble des processus physico-
chimiques qui tirent leur énergie de 1a lumiere (photoconduction, photosynthese, vision,...). Le
travail photochimique représente trés certainement la conséquence la plus intéressante de

1’absorption lumineuse.

3) Cas des organismes photosynthétiques

Poursuivons notre description du principe de base de 1a SPA en portant une attention
spéciale au cas des organismes photosynthétiques. Notre connaissance de la morphologie de
la feuille, tant au niveau macroscopique que microscopique, va nous permettre d’examiner plus

en détails I’application de 1a SPA au cas de cet organe.

Pour nos besoins, il suffit de mentionner que la lumiére regue par la feuille est
partiellement absorbée par des complexes collecteurs de lumiére dont la fonction principale est
de transférer 1’énergie 2 une paire spéciale de molécules de chlorophylle situées dans les
centres réactionnels. Ce mécanisme de transfert d’énergiec demeure essentiel au fonctionnement

normal de la photosynthése. L’énergie lumineuse absorbée par les pigments du CCL n’est pas
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utilis€e mais simplement transférée vers les centres réactionnels ol le travail photochimique
aura lieu. Ce point est illustré a la figure 11. Une fois I’énergie transférée, la molécule de

chlorophylle du CCL ou du centre réactionnel retourne a son état fondamental.

Chez les organismes photosynthétiques, la fluorescence représente la seule source
universelle de luminescence. Les ’pertes’ énergétiques causées par ce mécanisme ne dépassent
guere 5.0% (Bults et al., 1982b; Krause & Weiss, 1988). En SPA, il est d’usage de négliger

la contribution de la fluorescence dans le bilan énergétique (Bults et al., 1982b; Havaux, 1992).

Sachant que le transfert d’énergie ne constitue pas une forme d’utilisation 2
proprement parler, le schéma de la figure 11 peut étre simplifié de la fagon suivante (figure
12). Ce qu’il importe de retenir de ce schéma est l’interrelation entre les trois modes de
désexcitation. Ainsi, pour une quantité déterminée d’énergie absorbée, une variation de 1’un

ou I’autre des modes va se répercuter sur les deux autres (figure 12, doubles fléches).

Puisque nous nous intéressons a déterminer 1’activité photosynthétique et que nous
négligeons la fluorescence, il ressort qu’une variation de la photosynthése va affecter la
quantité de chaleur produite par le spécimen sous analyse. Il suffit donc, en théorie, de
mesurer cette chaleur pour évaluer 'efficacité photosynthétique de 1’échantillon et la SPA

permet de telles mesures. Voyons ce qu’il en est.

B) Aspect théorique

Un corps soumis 2 une source de radiations réémet, sous forme de chaleur, une fraction

de I’énergie absorbée. Si nous modulons la lumidre excitatrice, au moyen d’un secteur
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circulaire tournant par exemple, 1’absorption lumineuse et sa conversion en chaleur se feront
également 2 la fréquence de modulation. Si I’échantillon est enfermé dans une enceinte close
de volume constant, 1’échauffement qu’il subit diffusera jusqu’a sa surface ou la chaleur sera
transférée au gaz avoisinant. Ce gaz présentera des variations localisées de volume 2 la
fréquence de modulation. Le volume de 1’enceinte étant constant, des variations de pression

résulteront de cet échauffement du gaz.

En modulant la lumilre excitatrice dans le domaine des fréquences audibles (= 20 Hz a
20 kHz), un signal acoustique sera généré dans 1’enceinte (cellule PA) qu’un microphone'
convenablement localis€ pourra détecter. 1l s’agit donc d’une détection indirecte qui dépend:
1- de I’énergie absorbée par 1’échantillon, fonction de 1’absorptivité de ce dernier, de ses
propriétés optiques ainsi que de 1’énergie des photons absorbés et de leur nombre (longueur
d’onde et intensité de la lumi&re excitatrice); 2- de 1’efficacité de 1a conversion non-radiative
(rappelez-vous que d’autres processus peuvent compétitionner pour I’utilisation de la lumiére
absorbée); 3- des propriétés thermiques de 1’échantillon qui vont déterminer 1’efficacité du
transfert de la chaleur; 4- des propriétés thermiques du gaz de couplage (celui présent dans
I’enceinte); et 5- des caractéristiques acoustiques de 1a cellule PA (enceinte et microphone) et

électroniques des autres composantes (microphone et systéme d’amplification).

L’amplitude (Q) du signal PA peut donc étre représenté selon 1’équation 1:

1
Q o ki : (El,l'ecnr'e") ( )

ol k; représente une constante instrumentale (point 5 du paragraphe précédent); E, ;correspond

A I’énergie quantique absorbée (point 1); e, désigne 1’efficacité de la conversion non-radiative

1 Dr’autres méthodes de détection peuvent étre utilisées en SPA et avec des techniques apparentées. Coufal (1986) donne
une excellente revue sur le sujet.
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(point 2); et finalement, e,, regroupe 1'efficacité du tranfert thermique de 1’échantillon et du gaz

de couplage (points 3 et 4).

L’approche purement descriptive de 1’effet photoacoustique que nous venons d’utiliser
sert essentiellement 2 illustrer le phénomeéne de génération du signal, depuis 1’absorption
lumineuse jusqu’aux variations de pression dans la cellule PA. L’effet photoacoustique peut
également étre abordé de maniére quantitative. Dans cette optique, un certain nombre de

modeles a été proposé afin de I’expliquer.

1) Théorie de Rosencwaig et Gersho

Les premiers modeles proposés pour expliquer 1’effet PA remontent au début des
années 70 (Parker, 1973; Rosencwaig, 1973a). En 1976, Rosencwaig et Gersho proposérent
une théorie pour expliquer ’effet acoustique dans les solides (homogenes). Cette théorie
semble la plus utilisée et les théories plus récentes y font généralement références (Cesar et al.,

1979; Femelius, 1980; Santos & Miranda, 1980).

Selon le modele proposé par Rosencwaig et Gersho (modele ou théorie RG), une
section longitudinale d’une cellule PA peut étre représentée telle qu’illustrée a la figure 13.
Sur cette figure, [.', I,, l, et [; représentent 1’épaisseur du support, de 1’échantillon, du gaz de

couplage et de la fenétre, respectivement. Cette théorie considére une propagation unidimen-

1 Par soucis d'utiliser une terminologie cohérente avec la langue de cette thése, nous avons adopté des indices descriptifs
des noms frangais correspondants. Puisque la trés grande majorité des articles sur les aspects théoriques de la SPA sont
en anglais, voici une liste des équivalences: support = backing material, échantillon = sample, gaz = gas, fenétre =
window. Le lecteur devra donc porter attention afin de ne pas confondre les paramétres relatifs au support avec ceux
relatifs a 1’échantillon (sample).
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sionnelle du flux de chaleur dans le syst¢tme (support, échantillon et gaz) ainsi que des

propriétés thermiques du matériau indépendantes de la position et de la température.

La résolution des équations de conduction de la chaleur (propagation de 1’onde
thermique) dans les divers éléments du systtme permet de déterminer la température 2
I’interface échantillon-gaz. C’est A ce niveau que le transfert de chaleur, de 1’échantilon au

gaz, va s’effectuer pour générer le signal acoustique a proprement parler.

Pour la compréhension du lecteur, revenons a 1’équation 1 od I’amplitude du signal
PA dépend de 1’énergie lumineuse absorbée par l’échéﬁtillon a ’intérieur d’une zone appelée
la longueur d’absorption ou de pénétration optique, g [m]' (premier terme entre parenthe-
ses). La longueur d’absorption optique correspond 2 l’inverse du coefficient d’absorption

optique, B [m™], de 1’échantillon. L’équation 2 décrit cette relation.

1 1
= - = - 2
"B T 23-e-C, @

Selon I’équation 2, nous pouvons constater que la loi de Beer-Lambert permet de
relier 1a longueur d’absorption optique, pg, a 1’absorptivité molaire, € [M'.m™'] de I’échantil-
lon, de méme qu’a la concentration molaire, C, [M], du ou des chromophqres absorbant 2 la
longueur d’onde d’excitation. Cette dépendance du g, vis-a-vis CC,.est a la base de notre
tentative de quantification des pigments foliaires au moyen de la SPA. Le contexte, la

démarche, les résultats et leur interprétation sont présentés a 1’annexe III.

Lalongueur d’absorption optique correspond a 1’épaisseur (ou profondeur) a laquelle
I’intensité de la radiation n’est plus que de 1/e (e = 2.718) celle du faisceau incident. Cette

longueur dépend d’une propriété optique importante de 1’échantillon: son opacité. Dans les

1 Les crochets [ ] indiquent les unités du parametre concerné.
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corps opaques ou semi-transparents, pg < /, ce qui, du point de vue photoacoustique, résulte

en une saturation optique qui se traduit par une distorsion spectrale.

Ce point revét une grande importance pour ceux qui désirent utiliser cette technique
afin de déterminer les propriétés spectrales d’un échantillon ou pour obtenir un profil de
profondeur. Une variation de la fréquence de modulation (f) suffit pour varier la longueur de

diffusion thermique (p,) de 1’échantillon et contourner ce probléme (voir les équations 8 et 9).

Le deuxieéme terme entre parenthéses de 1’équation 1 fait référence a 1’efficacité des
conversions non-radiatives au sein de I’échantillon. La figure 12 met en évidence les
interactions qui existent entre les émissions non-radiatives, la fluorescence et le travail
photochimique dans le cas des feuilles et des autres organismes photosynthétiques. Nous

pouvons également exprimer ces interactions sous forme d’une équation;

E 3

asorbee = L.

chaleur + E

'fluorescence

+ Ephotvchlmle

Cette équation ne tient pas compte du transfert d’énergie pour les raisons citées plus
haut. De plus, seule la fluorescence est considérée parmi les processus de luminescence. Ce
mécanisme de désexcitation peut également étre négligé de sorte que nous pouvons simplifier

le bilan énergétique de la feuille qui prend alors la forme de 1’équation 4.

E )]

absorbée ~ Echatewr + E

'photochimie

En remplagant E, ;o pime Par E, I’équation 5 nous fait voir avec quelle

hotosynthése?

simplicité la SPA permet la détection et la quantification de 1’activité photosynthétique.

E &)

photosynthése =E

absorbée - E

chaleur
Le troisieme et dernier terme entre parenthéses de 1’équation 1, I’efficacité du
transfert thermique, va déterminer la quantité de chaleur produite qui, en diffusant a la surface

de I’échantillon, va contribuer 2 la génération de 1’onde acoustique. Sur ce point, mentionnons

que la propagation de 1’onde thermique dans 1’échantillon produit une variation de température
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dans une mince couche de gaz située 2 sa surface. 11 en résulte une variation périodique de
I’épaisseur de cette couche qui agira, tel un piston, sur le reste de la colonne de gaz. Eventuel-
lement, I’onde acoustique ainsi produite atteindra le microphone relié a la cellule pour générer

le signal PA (figure 13).

L’expression de I’onde thermique dans 1’échantillon peut étre décrite de la fagon

suivante (Rosencwaig & Gersho, 1976):

1,91 _, (6)
6x2 a( t
ot T représente la température [K]; x, la position [m]; t, le temps [S] et o, la diffusivité
thermique de I’échantillon [m™-s]. Cette expression du flux thermique unidirectionnel suppose

I’indépendance des propriétés thermiques du matériau vis-a-vis de la température et de la

position. Le parameétre o est décrit par 1’équation 7.

(7

ol k, est la conductivité thermique [J-s'-m™*.K™]; p,, la masse volumique [kg-m™] et C, la

capacité calorifique [J-kg'-K™], I’indice é faisant référence a 1’échantillon.

Avec le matériel non-biologique, la valeur de chacun de ces parametres peut étre
déterminée expérimentalement ou retrouvée dans la littérature. Cependant, trés peu de données
existent sur le matériel biologique de sorte qu’on doit, le plus souvent, s’en remettre a une
valeur approximative de la diffusivité thermique obtenue dans les ouvrages spécialisés. La

référence la plus utilisée a ce sujet demeure 1’ouvrage de Touloukian et al. (1973).

Le nombre d’échantillons biologiques pour lesquels nous connaissons la diffusivité

thermique s’avere extrémement restreint de sorte que plusieurs auteurs (Inoue et al., 1979;



CHAPITRE IV: SPECTROSCOPIE PHOTOACOUSTIQUE 77

Helander er al., 1981; Malkin et al., 1981a, b) approximent la valeur de la conductivité

thermique de leur spécimen en utilisant celle de 1’eau (0.00146 cm?s™).

La valeur de la diffusivité thermique nous permet de déterminer un autre paramétre
important: la longueur de diffusion thermique de I’échantillon, p, (souvent désignée par p),

qui s’exprime selon la relation:

1 2'(!‘ (8)

ol o représente la fréquence angulaire [rad-s'] qui se définit comme suit:

o =21 f €)

f étant la fréquence de modulation [Hz].

L’épaisseur de 1a couche de gaz produisant 1’effet de piston est directement liée a
sa longueur de diffusion thermique' u,. Celle-ci détermine 1’€paisseur de la couche-frontiére
selon I’équation 8. Dans ce cas, il faut considérer les caractéristiques du gaz (o, ,. p, et C,)
au lieu de celles de I’échantillon. Cette couche est relativement mince puisque 1’amplitude de
la composante périodique du vecteur thermique du gaz subit une atténuation importante dans
le reste de 1a colonne. En fait, a une distance égale a 2ntp, de 1’interface échantillon-gaz, cette

amplitude n’est plus que 2 x 107 fois sa valeur 2 I’interface (Renard & Lion, 1982).

Pour satisfaire au modéle RG, 1'épaisseur de la colonne doit €tre nettement
supérieure a la longueur de diffusion thermique dans ce gaz. A titre d’exemple, Mac Donald

& Wetsel (1978) ont déterminé qu’a une fréquence de modulation de 10 Hz, cette distance de

1  La longueur de diffusion thermique représente la distance ol 1’augmentation de la température attribuable a la
conduction de la chaleur atteint e’ celle A la source, c’est--dire 'interface échantillon-gaz.
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27y, atteignait 5.2 mm lorsque 1’air constitue le gaz de couplage. Les dimensions minimales

des cellules PA doivent tenir compte de cette condition.

Le sens physique de la longueur de diffusion thermique se résume a 1’épaisseur de
I’échantillon dans laquelle I’onde thermique va contribuer a 1a génération de 1’onde acoustique,
donc au signal PA 2 proprement parler, durant un cycle d’exposition  1a source excitatrice. La
littérature fait part de deux approximations pour exprimer cette valeur. La premiére, proposée
par Rosencwaig & Gersho (1976), vaut 2ru,. Malkin & Cahen (1979) prétendent que cette
valeur serait nettement exagérée. Ces auteurs croient plutbt que 1'épaisseur de la couche

contribuant au signal PA serait mieux approximée par la relation pé/\/2.

L’ amplitude du signal sera déterminée en grande partie par 1’intensité et 1a longueur
d’onde de 1a lumiére excitatrice, donc 1’énergie des photons absorbés par 1’échantillon. Puis-
que I’évaluation de la quantité de chaleur produite se fait de fagon indirecte, par la détection
de I’onde acoustique, un certain retard existe entre 1’absorption de la lumiére d’excitation et
la détection du signal PA. Ce retard se traduit par un déphasage qu’un amplificateur
verrouillage de phase détermine A partir d’un signal de référence en provenance du modu-

lateur. Le signal comprend donc deux composantes: le module (ou amplitude) et la phase.

Le calcul de I’amplitude et de la phase demeure fort complexe et de ce fait
d’exploitation limitée (Renard & Lion, 1982). Dans le but de simplifier leur modéle,
Rosencwaig & Gersho (1976) ont proposé six cas limites qui tiennent compte des propriétés
optiques et thermiques de 1’échantillon. Dans un premier temps, ils ont fait la distinction entre
les matériaux optiquement transparents (ug > /) et ceux optiquement opaques (ug < /o). Puis,
ils ont considéré la longueur de diffusion thermique p, de 1’échantillon qu’ils ont comparé a

la longueur d’absorption optique (ug). Les six cas limites sont présentés a 1a figure 14.
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Figure 14. Les 6 cas limites dérivés de la théorie de Rosencwaig & Gersho

1- relation de proportionnalité du signal PA; 2- dépendance du signal PA vis-a-vis @. La fleche a indique la direction du faisceau incident;
la fleche b origine 2 j; la fleche ¢ se termine 2 pg; la fleche d origine au point limite de contribution de 1’échantillon. (D’aprés Rosencwaig
& Gersho, 1976)
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Dans le cas des matériaux opaques (ug < ;) comme la feuille, signalons 1I’indépen-
dance du signal PA vis-a-vis du coefficient d’absorption optique lorsque p, > pg. Dans ce cas,
I’amplitude du signal variera proportionnellement 3 @™. 11 y a alors saturation thermique (ou
photoacoustique), en plus de la saturation optique. Inversément, lorsque p, < pg, I’amplitude
du signal PA sera proportionnelle 2 p, et ®>? La saturation photoacoustique disparait mais
la saturation optique demeure. Dans le cas des matériaux transparents (ug > o), cas ol la
lumiere est absorbée sur toute la longueur de 1’échantillon, le signal PA sera proportionnel
B-l, si I'échantillon est thermiquement mince. Il varie alors selon @' Le signal est
indépendant de 1’épaisseur de 1’échantillon s’il est thermiquement épais et sera proportionnel

B-n.. Il variera en fonction de @2,

2) Cas des organismes photosynthétiques

Nous pouvons réécrire le signal PA (Q) de 1a fagon suivante:

. ~ $,-AE, ~ ¢, v, (10)
0-n {1 - (33%) - (1)

ol k; et I, représentent respectivement une constante instrumentale et l1a fraction de lumiére

absorbée par 1’échantillon; ¢, [E-s”'-m™?] est le rendement quantique de la réaction photochimi-
que i; AE est le changement d’énergie interne par mole de produit formé; ¢, est le rendement
quantique de luminescence; v, et v sont la fréquence de la lumiére émise et absorbée; N est le

nombre d’Avogadro (6.023 x 10%) et 4 la constante de Planck [6.63 x 10> J.s].

Nous avons déja mentionné que la fluorescence peut étre négligée. Dans ce cas, la
simplification de 1’équation nous donne 1’expression du signal obtenu suite a 1’utilisation d’un

faisceau de lumiére modulée (d’on 1’indice m):
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. _ v |4 AE, (11)
= ’m{‘ E[W]}

L’analyse de 1’équation 11 permet de voir clairement qu’une modification
(augmentation ou diminution) de 1’activité photosynthétique, représentée par les termes entre
parenthéses, va se traduire par un changement contraire (diminution ou augmentation) du signal
PA. Nous pouvons également déduire de cette équation qu’une variation de la fréquence de
modulation, donc de l1a durée pendant laquelle nous observons les réactions photochimiques,
permet d’obtenir des informations sur la vitesse de ces dernieres. Dans le cas de la
photosynthése, ces informations nous renseigneraient sur la cinétique de transformation des

intermédiaires ainsi que sur le contenu en énergie (Rosencwaig, 1980a)

La détermination quantitative de cette efficacité s’effectue simplement en saturant
les réactions photochimiques par 1’application d’un faisceau continu de lumiére blanche
(lumiére saturante)(Bults et al., 1982b). Lors de l’application de la lumiére saturante, la
lumi¢re modulée absorbée contribuera exclusivement 2 la production de chaleur. Ceci nous
permet d’exprimer le signal PA produit en présence de lumi¢re modulée (faisceau d’analyse)

et de lumi&re saturante par 1’équation 12.

Qms = ki .Iabs (12)

Cette derniere équation nous permet de déterminer 1’expression d’un parameétre

important obtenu grice a la SPA: I’emmagasinage d’énergie photosynthétique (EEP):

EEP =1 - & (13)

ms

L’équation 13 fait ressortir la simplicité de la technique. Ainsi, en mesurant la

production de chaleur par un échantillon en présence et en absence d’une lumiére saturante,
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’activité photosynthétique de ce dernier peut étre évaluée. Il convient de préciser que la SPA
ne permet pas de mesurer directement 1’activité photosynthétique. La technique permet plutét
de déduire cette valeur en comparant 1’amplitude du signal en présence et en absence de

lumiére saturante.

La technique a connu un certain succes depuis plus de 20 ans dans la caractérisation
- de ’emmagasinage d’énergie chez divers organismes. Dans le cas des feuilles, la SPA permet
également de mesurer une autre composante reliée a 1’activité photosynthétique: le dégagement
d’oxygeéne tel que démontré par Bults es al. (1981a). Par la suite, Poulet er al. (1983) ont
proposé une approche mathématique qui tire avantage de la différence dans la vitesse de
propagation de 1’onde thermique par rapport 2 la vitesse de diffusion de I’oxygene dans la
phase aqueuse du cytoplasme, environ 1.5 x 102 et 2.1 x 10”° cm?-s™*, respectivement (Bults ez
al., 1982a). Cette différence permet de distinguer, au moyen d’un amplificateur & verrouillage
de phase, une composante (photothermique) reliée strictement au dégagement de chaleur
(émissions non-radiatives), et une composante (photobarique) reliée au dégagement
photosynthétique d’oxygeéne. Notez que ces deux composantes originent d’un point commun,

le chloroplaste.

Alors que I'EEP se révele un bon indicateur de 1’activité photosynthétique, la
contribution de la composante d’O, comporte certaines limitations (sensibilités 2 la fréquence
de modulation utilisée, interventions de divers mécanismes consommateurs d’oxygene)(Malkin,

1987; Charland er al., 1992).

Avant d’élaborer davantage sur 1’analyse vectorielle du signal PA proposée par
Poulet et al. (1983), considérons 1’aspect scalaire de ce dernier. Dans ce cas, I’expression de

I’équation 14 permet de décrire les diverses contributions au signal PA.
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A = AT,. - EEP + AO2 (14)

oU A désigne 1I’amplitude du signal PA, A= et 4o, représentent 1I’amplitude de la composante
photothermique maximale (obtenue en présence de lumiére saturante) et 1’amplitude de la

composante attribuable aux échanges d’oxygéne, respectivement.

La différence entre la vitesse de diffusion de 1’oxygéne et la vitesse de propagation
de I'onde thermique permet d’éliminer la composante d’oxygéne tout en conservant la
composante thermique du signal PA. La figure 15 illustre, sous forme scalaire, le signal PA
a basse et A haute fréquences de modulation. Il convient de signaler dés maintenant qu’une
fréquence sera considérée comme haute lorsque nous pouvons négliger la contribution de la
composante d’oxygeéne. Il n’existe pas de seuil absolu ou cette situation survient et la valeur
de celui-ci dépend de ’espéce utilisée (Bults et al., 1981a; Charland, 1989), de la condition

physiologique de I’échantillon ainsi que des conditions expérimentales.

Dans la pratique, nous mesurons les variations du signal PA qu’occasionne
I’application d’un faisceau saturant continu sur le spécimen sous analyse. Ce faisceau, en
saturant la photosynthése, élimine toute contribution du faisceau modulé 2 I’EEP et, le cas
échéant, au dégagement d’oxygene. Puisque le caractére modulé de toute composante est
essentiel A sa détection en SPA, ces deux composantes se trouvent ainsi a ne plus contribuer
au signal méme si ’activité phofosynthétique de I'échantillon est & son maximum. De plus,
la fraction d’énergie lumineuse modulée absorbée qui contribuait a 1’activité photosynthétique
se retrouve maintenant sous forme de chaleur, seule composante observable en présence de
lumiere saturante. Si cette mesure est effectuée A une fréquence de modulation ol I’oxygene
ne contribue pas au signal, elle permet de déduire I'EEP tel que décrit 8 1'équation 13. Comme

la valeur de I’EEP ne varie pas de fagon significative (i.e. sa proportion par rapport 2 la
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composante thermique maximale demeure la méme) dans le domaine des fréquences utilisées
(10 a 350 Hz)(Malkin et al., 1992), elle peut servir 3 la détermination de la composante

d’oxygeéne a basse fréquence de modulation.

L’approche mathématique développée par Poulet et al. (1983) repose sur le
traitement vectoriel des composantes du signal PA comme nous 1’avons mentionné. La figure
16 illustre une telle représentation vectorielle 2 Basse fréquence de modulation. Nous
présentons les divers vecteurs dans le cadran I de fagon arbitraire. Dans la pratique, 1’angle
du vecteur thermique dépend, entre autres, de la fréquence de modulation (I’angle augmente

en fonction d’une réduction de la fréquence).

La composante vectorielleﬁcorrespond au signal PA total obtenu 2 basse fréquence
de modulation. Elle représente 1a somme vectorielle de la composante thermique (T) et de la
composante associée aux échanges d’oxygéne (6). En présence de lumiére saturante, nous
assistons a la disparition de la composante O alors que la composante thermique atteint sa
valeur maximale ("F’?) suite 3 1’élimination de I’EEP. La connaissance de I’EEP permet de

déterminer le rapport entre la composante T™ et T a basse fréquence de modulation et d’évaluer

ainsi le module du vecteur d’oxygene selon I’équation 15,

EEP (15)
Aoz = \J[Qm(m)]z + [Qm(%’) - {1 - [W)} ’ Qms(w’)}n

ou I’EEP est déterminé a haute fréquence et Quey Queoey €8 Qunsooey S Obtiennent directement

de 'amplificateur a verrouillage de phase a basse fréquence. Qg ey €t Qg eey représentent le
signal en présence du faisceau modulé seulement, en phase et en quadrature par rapport au
signal de référence en provenance du modulateur, respectivement. Qg0 représente le signal

en quadrature en présence du faisceau modulé et de la lumiére saturante.
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Signal en quadrature

Signal en phase

Figure 16. Le signal photoacoustique: représentation vectorielle

N — JE—.
: composante d’oxygene; R: signal résultant; T: composante thermique; T": composante
thermique maximale.
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Alors que la détermination de 1'EEP tient compte de 1’énergie absorbée par le
spécimen (en divisant par Q,), le calcul d’ 4o, ne le fait pas. Pour corriger cette situation,
de fagon A pouvoir comparer les valeurs de ce paramétre entre divers échantillons, il est
d’usage de normaliser le signal d’oxygene en le divisant par la composante thermique

maximale obtenue dans les mémes conditions.

Rappelons que la SPA permet la détermination de deux paramétres susceptibles
d’exprimer, de facon différente, 1’activité photosynthétique d’une feuille. Le premier,
I’emmagasinage d’énergie photosynthétique, obtenu 2 haute fréquence, et le second, le signal
d’oxygeéne normalisé (Ag,/Aq,), déterminé 3 basse fréquence de modulation. Les valeurs
d’activité photosynthétique présentées dans la littérature sont généralement exprimées en mg
de CO, fixé par unité de surface foliaire par unité de temps. Ces mesures se comparent
difficilement a notre fagon d’exprimer ce paramétre en SPA (EEP). En effet, les mesures de
consommation du CO, donnent une indication globale de la capacité de capture et de
conversion de 1’énergie lumineuse, de fixation du CO, atmosphérique et synthése des glucides
de la plante. Elles font intervenir les caractéristiques de diffusion du CQ, dans le spécimen

et nous informent sur ce qu’il convient d’appeler la "photosynthése nette".

Les mesures d’EEP obtenues en spectroscopie photoacoustique nous renseignent sur
I’efficacité de capture et de conversion de 1’énergie lumineuse du spécimen. Elles démontrent
une indépendance face aux caractéristiques de diffusion des gaz de la feuille. La situation
différe cependant pour les mesures d’échanges d’O, en SPA qui dépendent, non seulement de
ces caractéristiques, mais également de la présence des processus consommateurs d’oxygene
tels la réaction de Melher, la chlororespiration et la photorespiration (Havaux et al., 1987b;

Mauzerall, 1990; Charland ez al., 1992).
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C) Applications

Les premiéres applications de la SPA dans le domaine de la biologie et, plus particuli¢re-
ment de la photosynthése, remontent a la fin des années 70. Le tableau 6 présente une liste
des revues touchant les diverses applications de la SPA en biologie végétale. Nous devons
signaler que les applications de la SPA en biologie ne se limitent pas a 1’étude des végé-

taux. Plusieurs travaux touchent d’autres domaines comme la vision ainsi que la dermatologie.

Notre intérét porte cependant sur 1’étude de la photosynthése et de ses mécanismes. Il
convient de souligner quelques études importantes. Plusieurs auteurs ont travaillé avec des
membranes chloroplastiques entie¢res ou fragmentées (Cahen et al., 1978; Lasser-Ross et al.,
1980; Dienstbier et al., 1984; Carpentier et al., 1985, 1988, 1989, 1990, 1991; Owens et al.,
1990). Cependant, c’est sur des feuilles ou fragments de feuilles que la technique fut le plus
souvent utilisée. Bults er al. (1981a) sont les premiers 3 avoir quantifié le dégagement
d’oxygene de feuilles au moyen de la SPA. Par la suite, la technique allait connaitre une
certaine popularité pour 1’étude des mécanismes de la photosynthése et plus particuliérement
le phénomene de transfert d’énergie entre les photosystemes (Canaani et al., 1982, 1984a, b,
1989; Canaani & Malkin, 1984 a, b; Canaani, 1985, 1986, 1987; Dau & Hansen, 1989; Charland
et al., 1991; Fork et al., 1991; Veeranjaneyulu ez al., 1991c, d). L’application de la SPA pour

étudier 1’activité photosynthétique des feuilles semble donc bien établie.

D’un plus grand intérét pour nous, certains articles traitent des applications de la SPA
dans le domaine de 1’écophysiologie: étude des stress lumineux (Buschmann, 1987; Carpentier
et al., 1987; Buschmann & Prehn, 1988; Havaux, 1988, 1989, 1991, 1992a; Canaani et al.,
1989) thermiques (Havaux et al., 1987c¢, d, 1988a, b, 1989) ou hydriques (Veeranjaneyulu &

Das, 1982; Canaani et al., 1985, 1986; Havaux et al. 1987a, b; Havaux, 1992 a, b) des effets
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Tableau 6

Sommaire des revues sur les applications de la spectroscopie
photoacoustique dans le domaine de la hiologie végétale

89

AUTEUR(S)

SUJET OU DISCIPLINE

Cahen et al., 1980

systemes biologiques

Balasubramanian & Rao, 1981, 1986

systemes biologiques

Malkin et al., 1981a, b

photosynthése

Bults et al., 1981a, b

relation entre la morphologie et phy-
siologie foliaire

Buschmann et al., 1984

photosynthése

Kirkbright et al., 1984

systemes biologiques

Braslavsky, 1986, 1989

Systémes biologiques

Buschmann, 1986 photosynthése
Buschmann & Prehn, 1986 photosynthese
Malkin, 1986 photosynthése

Buschmann, 1989

botanique ("plant science")

N’soukpoé-Kossi & Leblanc, 1990

photosyntheése

Buschmann & Prehn, 1990

botanique ("plant science")

Fork & Herbert, 1993

photosynthese
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de 1a pollution atmosphérique (Ronen et al., 1984, 1985; Nagel et al., 1987, Marquezini et al.,
- 1990; Veeranjaneyulu er al., 1990, 1991a, b, 1992) et des mécanismes impliqués dans 1’action
de ces facteurs environnementaux. Nous ne prétendons pas que la liste de références présentée
ci-haut soit complete. Elle donne cependant une bonne idée des travaux effectués sur des

plantes au moyen de la SPA.

Mentionnons qu’Ortner & Rosencwaig (1977)-sont les premiers a suggérer 1’application
de 1a SPA en écophysiologie. Ronen er al. (1984) ont étudié 1’effet de la pollution de 1’air et
de I’ion bisulfite sur 1’activité photosynthétique de 1’algue Trebouxia sp. du lichen fruticuleux
Ramalina duriaei. Nagel et al. (1987) ont également utilisé 1a SPA lors d’une étude sur le
dépérissement du sapin pectiné. L’absence d’analyse statistique (ici comme dans la plupart des
articles en SPA, malheureusement) et 1’application de la technique pour 1’analyse d’échantillon
visiblement différents donnent peu d’impact a cette étude. Il faut déplorer que la SPA n’a pas
encore fait 1’objet d’une application afin d’étudier les mécanismes d’action des polluants sur
la photosynthése. La technique posséde cependant un potentiel évident pour 1’étude du
fonctionnement de 1’appareil photosynthétique en situation de stress comme en témoignent les

nombreux articles sur la photoinhibition (voir tableau 6).

D) Spectres et profils de profondeur

L’utilisation de la SPA dans le domaine de la biologie ne se limite pas a 1’étude des
mécanismes de la photosynthese. Les caractéristiques de cette technique permettent de tirer
avantage d’un autre domaine d’application: 1’analyse spectrale. La production d’un signal PA
dépend directement de la capacité de 1’échantillon a absorber la lumiere qu’il regoit, donc de

son spectre d’absorption €lectronique. Cette dépendance devient évidente lorsque 1’on
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considere le signal PA normalisé (i.e. qui tient compte de 1’intensité lumineuse 2 la longueur

d’onde d’excitation). Selon 1’équation 11, ce signal peut étre décrit de la fagon suivante:

_%% ¢,-AEp,-A] (16)
S Ll Y {N—h_

{

ou Q, représente le signal normalisé et A la longueur d’onde du faisceau d’analyse (modul€).

Ainsi, en utilisant une source lumineuse polychromatique conjointement a un monochro-
mateur, nous pouvons obtenir un spectre photoacoustique. Le spectre ainsi obtenu dépend
également de l’intensité lumineuse a chacune des longueurs d’onde, c¢’est-a-dire du spectre
d’émission de la lampe utilisée. D’autres contraintes techniques viennent s’ajouter 2 la non
linéarité spectrale de la lampe telles que le vieillissement de la lampe et 1’usure’ des
composantes optiques (miroirs et lentilles). Enfin, I’ouverture des fentes du monochromateur

affectent, elles aussi, la quantité ainsi que la qualité de la lumiere parvenant a 1’échantillon.

Afin d’éliminer d’éventuelles contributions de la lampe, du monochromateur et des
diverses composantes optiques, il suffit d’effectuer périodiquement le spectre d’un corps noir
de fagon a tenir compte des variations de I’intensité de la source d’excitation. Le spectre brut
de I’échantillon est alors divisé par celui du corps noir pour donner un spectre corrigé. Seuls

des spectres corrigés sont comparables entre eux.

Renard & Lion (1982) ont discuté des avantages de 1a SPA par rapport a la spectroscopie
d’absorption par transmission ou par réflexion. Nous pouvons les résumer ainsi:

- signal proportionnel a ’énergie des photons absorbés,

1 Les lampes du type de celle que nous avons utilisées (voir Matériel et Méthodes) produisent une quantité appréciable
d’ozone. Bien qu’un syst®me de ventilation permet d’éliminer la presque totalité de ce gaz, son potentiel oxydant
affecte néanmoins, a plus ou moins long terme, la surface des diverses composantes optiques contenues dans le boitier
de la lampe. La quantité ainsi que la qualité de la lumi2re qu’elle produit risquent donc d’étre affectées.
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- possibilité d’obtenir des spectres d’échantillons opaques,
- indifférence du signal face 2 la diffusion de la lumiere (i.e. seule la lumigre absorbée

contribue au signal).

Ces caractéristiques de 1la SPA en font une technique particuli¢rement bien adaptée a
I’étude des feuilles dont les propriétés optiques compliquent considérablement leur analyse au
moyen des techniques spectroscopiques conventionnelles. Néanmoins, la SPA comportent

certaines limitations qui ne semblent pas avoir regu une attention suffisante et que voici.

Nous avons mentionné I’'incertitude concernant 1’épaisseur de la couche contribuant
réellement 2 la génération de 1’onde acoustique. Il demeure que cette valeur doit étre
considérée comme une approximation avec une incertitude importante (pouvant varier de p, a
plus de six fois sa valeur). Cette incertitude diminue donc 1’intérét que 1’on pourrait porter a
I’une des applications de la SPA. Nous faisons ici référence 2 la technique des profils de

profondeur.

Cette technique consiste a effectuer plusieurs spectres successifs d’un méme échantillon
en modifiant & chaque fois la fréquence de modulation. Selon 1’équation 8, une augmentation
de cette fréquence permet de sonder une mince couche de I’échantillon située prés de sa
surface. Inversement, il devient possible de sonder en profondeur dans 1’échantillon si 1’on
diminue suffisamment la fréquence de modulation. Dans le cas d’échantillons biologiques, la
profondeur maximale pouvant étre sondée ne dépasse guere les 70 pm puisque notre
équipement ne permet pas d’utiliser des fréquences de modulation inférieure 2 10 Hz. De plus,
le choix des coefficients de diffusion thermique présentés dans la littérature s’avére
malheureusement restreint et cette restriction contribue a 1’incertitude dans la détermination de

I’épaisseur de la couche sondée.
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Une autre contrainte, imposée par le choix d’une fréquence de modulation élevée, vient
s’ajouter aux précédentes. En effet, I’augmentation de la fréquence de modulation s’accompa-
gne d’une réduction de I’amplitude du signal inhérente, d’une part, 2 1a baisse du nombre de
photons absorbés par cycle d’excitation (voir équation 10) et, d’autre part, a la réduction de
1’épaisseur de la couche sondée (u,). La variation de la fréquence de modulation, en modifiant
B, alors que p, et /, demeurent constants, risque de nous faire passer d’un cas limite a I’autre
(figure 14). La dépendance du signal peut alors varier et rendre 1’interprétation du profil de
profondeur hazardeuse. Nous croyons néanmoins qu’un certain nombre d’informations peuvent

étre tirées des spectres PA et des profils de profondeur.

E) Bilan thermique de la feuille

En SPA, notre fagon de considérer 1a production de chaleur par une feuille soumise au
faisceau d’analyse differe de 1’approche utilisée par les écophysiologistes pour décrire le bilan
thermique (ou bilan radiatif) d’une feuille en milieu naturel. L’établissement d’un tel bilan doit
tenir compte de 1’énergie absorbée par la feuille (dans le visible et 1’infra-rouge) et de 1’énergie
réémise par celle-ci (réémission des radiations infra-rouges, convection et conduction
thermiques, pertes de chaleur associées a 1’évaporation)(équation 17). La différence entre les
apports énergétiques du milieu et les pertes par la feuille est utilisée pour le métabolisme
(photosynthese,...), et contribue a 1’augmentation de la température de la feuille (Nobel, 1983).

CQuts. = Cepat. * Coond. * Coom. * Quar. * Car. * Qrua 7
ol Q,,, est I'énergie absorbée par la feuille, Q. est I’énergie accumulée sous forme de
chaleur, Qs> Qeonvs Quars Qma. €t Q.. Teprésentent la fraction de 1’énergie absorbée dissipée
par conduction, par convection, par évaporation, utilisée pour le métabolisme (dont la

photosynthése) ou émise sous forme de radiation (émission du type corps noir, respectivement.
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Diverses approches mathématiques ont été proposées afin d’analyser en détail le bilan
thermique de la feuille (Nobel, 1983; Salisbury & Ross, 1992). Des équations permettent de
considérer les divers paramétres intrins¢ques (propriétés optiques, métabolisme de la feuille)
et extrinseéques (température ambiante, humidité relative, vélocité des vents,...) susceptibles de
modifier les échanges énergétiques de la feuille. Il faut cependant noter que seuls certains
parameétres intrinséques interviennent lors des mesures PA. En effet, 1a SPA repose sur la
détection d’un signal modulé dont la fréquence correspond 2a celle du faisceau d’analyse.
Toute composante qui ne répond pas 2 cette condition ne participe pas au signal PA, sauf

comme bruit de fond.

Soulignons que la SPA repose sur la mesure de Q.,,, alors que Q.4 est négligé comme
c’est souvent le cas pour I’équation 20. Cependant, cette équation ne peut pas étre invoqué
pour expliquer le comportement thermique de 1’échantillon de feuille dans 1a cellule PA pour
les raisons suivantes. Dans un premier temps, alors que les écophysiologistes considerent que
Qua est négligeable dans le bilan énergétique de 1a feuille (< 1% de 1’énergie absorbée; Nobel,
1983), 1a littérature relative 2 la SPA rapporte des valeurs d’EEP (parameétre comparable a
Que) de ’ordre de 30% (voir revues présentées au tableau 6). Ce point représente une
différence fondamentale entre la fagon de considérer le bilan thermique de la feuille en
écophysiologie et le comportement thermique d’un échantillon tel que considéré en SPA.
Deuxi¢mement, les autres composantes, telles que Q,, et Q,4, peuvent étre considéré comme
bruit de fond car ces paramétres subissent une atténuation importante ou sont négligeables dans

le bilan thermique tel que considéré en SPA.
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MATERIEL ET METHODES

A) Matériel végétal

A cause de son importance économique au Québec et parce qu’il semble particuliérement
affecté par le dépérissement, nous avons effectué la presque totalité de nos expériences sur
I’érable a sucre. Pour cela, trois groupes d’dge ont été€ étudiés: des semis d’environ 3 mois
obtenus au laboratoire, des sauvageons d’ige variant entre 3 et 7 ans et, finalement, des arbres
matures dans une €érabliére mature. L’intérét de vérifier les effets de 1’ozone sur des plantes
de divers groupes d’4ge repose, en partie, sur les observations de Raynal et al. (1982a, b) qui
ont rapporté une différence dans la sensibilité de 1’érable a sucre aux précipitations acides en

fonction du stade physiologique dans lequel se trouve la plante.

1) Erable 2 sucre

L’érable 2 sucre, angiosperme ligneux, constitue 1’espéce ligneuse a bois dur (ou
franc) la plus abondante en Amérique du Nord. Au Canada, sa distribution se limite sud du
Québec et de I’Ontario. Son aire de distribution s’étend également sur une portion importante
(1.25 x 10° km?) de 1’est des Etats-Unis. Sur ce territoire, 1’érable 2 sucre occupe des régions
couvrant un large spectre de conditions environnementales (température, précipitations,...)(God-

man et al., 1992), ce qui témoigne de sa plasticité écologique. L’espece est d’ailleurs reconnue
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pour sa grande tolérance a 1’ombre (Logan & Krotkov, 1968; Lei & Lechowicz, 1990; Godman
et al., 1992). Sous notre climat, la période de croissance s’étend de la fin du mois de mai,

quand débute la feuillaison, jusqu’au mois d’octobre avec la chute des feuilles.

a) Semis

Nous avons produit des semis d’érable 2 sucre 2 partir de graines. Notre

démarche, les résultats obtenus ainsi qu’une discussion sont présentés a 1’annexe II.

b) Sauvageons

Deux catégories de sauvageons sont a distinguer. Pour les fumigations au
laboratoire, des sauvageons 4gés entre 5 et 7 ans ont été prélevés dans une érabliere de la
pépinieére expérimentale du Gouvernement du Québec (Berthierville, QC). Dans la mesure du
possible, des sauvageons similaires ont été sélectionnés (0.5 2 0.8 m de hauteur et 20 a 30
feuilles). Ils ont été transférés, avant 1’éclosion des bourgeons, dans des pots de 30 cm de

diametre (20 cm de profondeur) avec du sol prélevé au méme endroit.

Nous les avons conservés 2 1’extérieur sur le campus de 1’université, dans un
endroit ombragé situé a proximité du laboratoire pour toute la durée des expériences. Les
conditions d’éclairement ainsi que la température, toutes deux variables, étaient comparables
a celles régnant dans 1’érabliere d’ol proviennent ces sauvageons. L’arrosage était effectué
deux 2 trois fois par semaine avec de I’eau du robinet & un point excédant légérement la

capacité au champ du sol.
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Pour les expériences dans les chambres d’exclusion, des sauvageons dgés entre
3 et 5 ans prélevés au méme endroit que les précédants, ont été transplantés dans des pots de
30 cm de diamétre (20 cm de profondeur). Le sol utilisé provenait du sous-bois de 1’érabliere
expérimentale du MAPAC (Tingwick, QC). Un technicien sur place veillait 2 1’arrosage des

plantes. Afin de minimiser I’échauffement des racines, les pots ont été enterrés au raz du sol.

c¢) Echantillons sur le terrain

Afin d’obtenir des mesures provenant d’érables A sucre matures, trois arbres
appartenant 2 des classes' différentes de dépérissement ont été sélectionnés sur le site de
I’érabliére expérimentale de la station de Tingwick (Centre de Recherche Acéricole, 45°55°N;
71°59°0). Un sécateur 3 émondage a €té€ utilis€ pour la collecte des échantillons. Des
branches d’orientation similaire ont été prélevées dans la partie basse et moyenne de la
couronne. Dix feuilles de chaque branche ont été sélectionnées en rejetant celles qui
présentaient des signes évidents de contamination (fongique, bactérienne ou virale), d’attaque
par les insectes ou de nécroses, ceci afin de minimiser la variabilité potentielle induite par ces
facteurs non contr6lés. Dans le cas des arbres matures, le prélévement des feuilles nous était
dicté par deux points. Premi¢rement, la portion supérieure des cimes est la premiére 2 €tre
dépourvue de feuilles lors du dépérissement, ce qui restreint la zone échantillonnable. Afin de
comparer des feuilles provenant de régions semblables, le prélévement devait donc se limiter
aux portions moyennes et inférieures de la cime. Deuxiémement, une moins grande variabilité

y a été observée au niveau de la composition chimique foliaire (Morrison, 1985), ce qui nous

1 Leniveau de dépérissement des arbres échantillonnés a été évalué par les techniciens du Ministere de I’ Agriculture, des
Péches et de 1’ Alimentation du Québec (MAPAQ) et du Ministére de 1'Energie et des Ressources du Québec (MER)
selon une méthode standard (Roy et al., 1985).
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porte a croire qu’il pourrait en étre de méme pour les parametres PA. 11 semble donc

-préférable d’effectuer les prélévements dans ces deux portions de la cime.

Dans le cas des spécimens provenant de Tingwick (fumigations a long terme
dans les chambres d’exclusion et arbres matures), les feuilles étaient immédiatement insérées
entre deux feuilles de papier absorbant humide puis placées dans des sacs de polyéthyléne
étanches préalablement identifi€s. Tous les sacs étaient finalement déposés dans une bouteille
thermos contenant de la glace. Cette fagon de procéder assurerait la stabilité des propriétés
spectrales des feuilles pour plus de 72 h, aux longueurs d’onde comprisent entre 300 et
1400 nm (Doughtry & Biehl, 1985). Rappelons que les mesures PA étaient effectuées au plus
tard 8 h aprés les prélévements des feuilles et que la longueur d’onde du faisceau d’analyse est

a ’'intérieur de la bande spectrale analysée par Doughtry et Biehl (1985).

2) Pois

Des graines de pois (cv. Early Dwarf) ont été mises a germer dans des pots
circulaires de 15 cm de diamétre (12 c¢cm de profondeur) contenant un mélange de terre
organique : tourbe de sphaigne : vermiculite ; sable (2:1:1:0.5 par volume). Ces pots sont
placés dans la chambre de croissance jusqu’au moment de 1’utilisation des plantes. A
’exception de I’intensité lumineuse (120 £ 20 W-m™)!, toutes les autres conditions environne-
mentales sont les mémes que celles décrites pour les semis d’érable A sucre (voir annexe

II). Le mélange est arrosé au besoin avec de 1’eau du robinet & un point excédant légerement

sa capacité de rétention.

1  Cette intensité lumineuse correspond a environ 600 + 100 pmol-s*m? de RAP.
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B) Fumigations

Une premigre approche dans 1’étude de 1’effet des polluants gazeux consiste a contrler
le plus grand nombre de facteurs possibles. Pour cela, nous avons mis au point une chambre
de fumigation dont la description fait 1’objet de 1’annexe I. Cependant, il importe de vérifier
les effets des polluants dans des conditions expérimentales aussi semblables que possibles de

celles prévalant dans la nature.

A cette fin, nous avons eu recours aux chambres d’exclusion de 1’érabliere expérimentale
de Tingwigk décritent au point 2. Dans ce dernier cas, les variations naturelles des conditions
environnementales ainsi que divers stress peuvent exercer leur action et modifier I’effet du

polluant étudié.

1) En chambre de fumigation

Lors des expériences en chambre de fumigation, dix semis d’environ 3 mois ou
encore, cing sauvageons étaient sélectionnés pour leur uniformité. Sauf indications contraires,
une fumigation de contrfle était effectuée le jour précédant un traitement. Les conditions
expérimentales lors de cette fumigation de contrfle étaient similaires a celles existant lors du
traitement, a I’exception de la composition du gaz auquel nous exposions les plantes. Seul de
I’air filtré €tait introduit dans la chambre lors de fumigation de contrble. Les concentrations

d’ozone ou de bioxyde de soufre sont indiquées dans la section Résultats.

Pour chacune des fumigations, cinq semis ou sauvageons étaient utilisés simultané-

ment. Dans le cas des semis, I’expérience était répétée avec cinq autres spécimens, au plus tard
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trois jours apres la premiére série. La durée des fumigations fut fixée 3 4 h (de 11:00 2 15:00)
de fagon 2 tenir compte des observations rapportées dans la littérature concernant la relation
dose-effet. Selon Heck er al. (1966) et Hibben (1969), I'exposition d’une plante 3 une
concentration élevée d’ozone pour une courte durée (1 h et 600 ppb par exemple) provoquerait
un effet plus important qu’une exposition de plus longue durée mais A une concentration
moindre (3 h a 2600 ppb). Ceci met bien en relief I’inaptitude de 1a notion de dose qui, pour
une valeur égale, n’implique pas nécessairement le méme effet. Les semis et les sauvageons
étaient introduits au moins 30 min avant le début des expériences afin de permettre leur
acclimatation et assurer 1’ouverture des stomates. A la fin des traitements, ils étaient retournés

dans la chambre de croissance (semis) ou 3 I’extérieur (sauvageons).

La température et I’humidité relative a I’intérieur de 1a chambre étaient de 25 £ 5°C
et 45 + 15%, respectivement. Dans tous les cas, I’humidité du sol était vérifiée visuellement
(semis) ou au moyen d’un hygrométre (Plant Care, Taiwan) pour éviter le flétrissement et la

fermeture des stomates qui en résultent.

2) En chambres d’exclusion

Neuf chambres d’exclusion ("open-top chamber") situées sur 1’érabliére expérimen-
tale du MAPAC (Tingwick, QC) furent utilisées. Elles ont été construites selon le modéle
décrit par Heagle et al. (1973). Renaud et al. (1992) donnent une description des installations

de Tingwick, incluant une analyse détaillée de leur performance.

Trois traitements différents ont été assignés aléatoirement: trois chambres ont regu

de I’air filtré au charbon activé (efficacité moyenne de 84%), trois autres chambres ont regu
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de I'air ambiant (concentration moyenne d’ozone de 31 ppb pour la saison de végétation 1991),
et les trois dernie¢res chambres ont regu de 1’air contenant trois fois la-concentration ambiante
d’ozone (figures 17, 18 et 19). L’ozone est produit par le passage d’oxygene dans un généra-
teur a décharge électrique (modele O, SP38-ARW-auto control; Ozone Research & Equipment
Corp., Phoenix, AR). La concentration d’ozone dans les chambres était mesurée au moyen
d’un analyseur photométrique similaire a celui décrit précédemment. Deux sauvageons furent
placés aléatoirement dans chacune des chambres. Leur position est demeurée inchangée pour

la durée de I’expérience.

La période de mesure s’étendait de la fin du mois de juin au début du mois de
septembre. Pendant cette période, les plantes sont dans un état de développement stationnai-
re. La composition en éléments inorganiques des feuilles d’érable a sucre demeure
relativement constante durant cette période (Hoyle, 1965; Leaf, 1973). Les conditions
environnementales y démontrent peu de variation. Finalement, 1’activité photosynthétique y

présente une certaine stabilité (Jurik, 1986a).

Afin de mesurer les effets possibles des chambres d’exclusion ("chamber effects"”;

Heagle er al., 1979) sur I’activité photosynthétique des érables, des mesures ont été effectuées

sur deux plantules maintenues dans un champ avoisinant les chambres.

C) Traitement au sulfite de sodium (Na,SO,)

Dans le but d’analyser certains aspects du mode d’action du SO,, nous avons étudié 1’effet
du sulfite de sodium sur 1’activité photosynthétique du pois. La résistance au bioxyde de

soufre rapportée pour 1’érable 2 sucre nous a obligé 2 utiliser le pois, une espéce sensible.
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Des disques, provenant de la troisieme ou quatrieme paire de feuille de plantules dgées
de 11 a 14 jours, sont déposés sur une solution de sulfite de sodium préparée a partir d’un
tampon phosphate (pH 5.9). Puisque les feuilles de pois poussent en paire, 1'une d’elle sert

de contrble (tampon seulement), alors que 1’autre subit le traitement (tampon + Na,SO,).

Nous avons vérifié 1’effet d’une exposition d’une heure a 1’obscurité ou en présence de
lumigre (80 £ 5 W-m™ ou 400 + 25 pmol-s’-m? de RPA) pour diverses concentrations d’ions
sulfite. Suite au traitement, les disques de feuille sont séchés en surface au moyen d’un tissu

et placés dans la cellule PA pour y étre analysés.

Certains résultats ont été vérifié dans nos laboratoires par le Dr Konka Veeranjaneyulu
au moyen de la spectroscopie par fluorescence. La description des principes de base de la
technique de méme que de 1’équipement utilisé dépasse le cadre ce travail. Vous pourrez
cependant vous référer a I’article traitant de ces expériences (Veeranjaneyulu et al., 1992) ou
a la theése de Charland (1993) pour obtenir les informations concernant les détails relatifs aux

mesures en spectroscopie par fluorescence.

D) Spectroscopie photoacoustique

1) Description de Pappareil

Les mesures d’activité photosynthétique (EEP), de dégagement d’oxygéne Ao, et

de chaleur A;= ont été effectuées sur un appareil 3 simple faisceau fabriqué dans nos

laboratoires (Ducharmme et al., 1979) et illustré schématiquement a la figure 20. Trois compo-
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Figure 20. Représentation schématique du spectrometre photoacoustique

la- lampe au xénon; 1b- source d’alimentation de la lampe; 2- monochromateur; 3a- fente d’entrée; 3b- fente de sortie; 4- sélecteur
de longueur d’onde (motorisé et sous contréle de 1’ordinateur); 5a- disque de modulation (interchangeable); Sb- photodiode (transmet
le signal de synchronisation a I’amplificateur); 5c: moteur; 6- lentille de focalisation; 7- filtre "passe-haut” (mise en place sous le
contrble de I’ordinateur); 8- miroir de focalisation; 9- cavité porte-échantillon; 10- cellule PA; 11- microphone; 12- adaptateur-
préamplificateur; 13- préamplificateur; 14- amplificateur 2 verrouillage de phase; 15- unité de contrfle du disque-modulateur; 16a
et b- tables enregistreuses; 17- ordinateur; 18- table tragante; 19- table anti-vibrations; 20- fibres optiques (en provenance de la lampe
saturante); 21- porte-filtres; 22- filtre thermique; 23- lampe saturante{}lumiére polychromatique; ~—=lumigre monochromatique;
— — lumire monochromatique modulée; ¥ lumilre saturante (polychromatique et continue) (D’aprés Charland, 1993).
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santes peuvent étre distingués: la source lumineuse avec ses composantes optiques, la cellule

de mesure, et le dispositif d’acquisition et de traitement du signal.

a) Source lumineuse

Elle consiste en une lampe au xénon de 1 000 W (modele 976C1010; Canrad-
Hanovia Inc., Newark, NJ) avec réflecteur parabolique incorporé, alimentée par une source de
haute tension (modele LPS 255; Schoeffel Instrument Corp., Westwood, NJ). Le faisceau de
lumiére polychromatique qu’elle produit est focalisé surla fente d’entrée d’un monochromateur
a réseaux (modele GM 250; Schoeffel Instruments Corp'.',. Westwood, NJ) présentant une
dispersion linéaire de 3.3 nm-mm™. Une fente d’entrée et une fente de sortie assurent le
contréle de l'intensité et de la qualité de la lumiére qui en ressort. Cette sélection constitue
un compromis entre 1’intensité et la monochromaticité du faisceau. La longueur d’onde

sélectionnée fut de 680 nm en accord avec les recommandations de Charland (1989).

Un modulateur mécanique permet de moduler le faisceau de lumiere
monochromatique dans le domaine des fréquences audibles (entre 10 et 1000 Hz). La variation
de la fréquence peut se faire en modifiant la vitesse de rotation du disque modulateur et/ou en
interchangeant les disques de modulation. Un moteur, reli€ a2 une source de tension variable
(mode¢le Bentham 218F; Ithaco, Ihaca, NY) munie d’un indicateur de fréquence, assure la
rotation d’un disque métallique constitué d’une alternance de secteurs pleins (2, 5 ou 10) et
vides d’égales dimensions. Un signal de référence, nécessaire pour la synchonisation de
I’amplificateur a verrouillage de phase, est produit par une photodiode située a la base du

modulateur.
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Losqu’utilisé conjointement avec notre type de lampe, le modulateur a disque
se compare avantageusement au modulateur électronique (Renard & Lion, 1982). Cependant,
les vibrations mécaniques qu’il produit a haute fréquence (f > 500 Hz) constituent une source

de bruit qui peut nuire aux mesures. Nous n’avons cependant pas rencontré ce probléme.

La lumi¢re monochromatique modulée constitue notre faisceau d’analyse. Ce-
lui-ci est focalisé, au moyen d’une lentille convergente, sur un miroir concave d’une distance
focale de 15 cm qui le réfléchit vers la cellule photoacoustique. Un filtre passe-haut (modéle
GG455; Schott, Watford, UK), peut étre introduit dans le trajet optique entre la lentille et le
miroir. L’introduction, manuelle ou sous contréle d'un ordinateur, s’effectue aux A = 500 nm

afin d’éliminer les harmoniques des longueurs d’onde.

b) Cellule ou enceinte photoacoustique

L’échantillon est enfermé dans une cellule photoacoustique de 2.63 cm® de
volume interne (Ducharme et al., 1979). Congue et fabriquée dans nos laboratoires, cette
cellule hermétique' est munie d’un convercle amovible qui permet I’introduction de
I’échantillon. Le couvercle est constitué d’un support en aluminium dans lequel viennent
s’insérer deux fenétres en quartz maintenues en place au moyen de taures en laiton. Des
rondelles circulaires en Buna N assurent 1’étanchéité du montage. C’est par ces fenétres en
quartz, qui présentent une absorbance négligeable dans la portion visible du spectre
électromagnétique, que passe le faisceau d’analyse et la lumiére saturante. Un couvercle

semblable constitue le fond de la cellule.

1 Le principe méme de détection oblige cette étanchéité de la cellule.
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Un écrou latéral, localisé sur le corps de la cellule, communique avec 1'inté-
rieur de celle-ci et permet 1a manipulation du couvercle sans endommager le microphone. Le
microphone, du type condensateur-électret (modele 1971-9601; General Radio Co., Concord,

MA), capte les signaux transmis de ’intérieur de la cellule par un canal percé dans la cellule.

c) - Dispositif d’acquisition et de traitement du signal

L’onde acoustique est transformée en un signal électrique qu’un préamplifica-
teur-adaptateur (modéle 1972-9600; General Radio Co., Concord, MA) amplifie une premiére
fois. Le signal subit une seconde amplification dans une unité d’amplification fabriquée dans
nos laboratoires (Ducharme et al., 1979) contenant un filtre passe-haut (15 Hz) avant d’étre
acheminé 2 un amplificateur 2 verrouillage de phase (modele 393; Ithaco-Dynatrac, Ithaca,
NY). Une table anti-vibrations (modéle TLI-386; Technilab Instruments Inc., Pequannock, NJ),

sur laquelle est montée la cellule, procure une isolation adéquate des vibrations de milieu.

Avec ce montage PA, il est possible de distinguer les composantes en phase
et en quadrature ainsi que le module et 1a phase du signal amplifié€. Le dispositif électronique
assure une acquisition suffisamment rapide du signal pour permettre un balayage spectral tout
en conservant le rapport signal/bruit (S/B) 2 une valeur acceptable. Le signal total ainsi que
ses deux composantes peuvent étre tracés sur une ou deux tables enregistreuses (modele 555;
Linear Instruments Corp., Reno, NE) ou mis en mémoire sur disque magnétique pour traitement

ultérieur au moyen d’un micro-ordinateur (Apple Ile; Apple Computer, Cupertino, CA).

En plus de ’acquisition des données relatives au signal PA A des longueurs

d’onde fixes, le systéme permet également d’effectuer des spectres dans le domaine du
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visible. L’acquisition des spectres se fait au moyen de 1’ordinateur qui contréle le moteur du
monochromateur, le positionnement du filtre passe-haut, 1a mise en mémoire et le traitement
des spectres. La correction des spectres bruts se fait en divisant ce dernier par le spectre d'un
corps noir (généralement un disque de tissu) obtenu dans des conditions expérimentales
identiques. Diverses opérations mathématiques (division, soustraction et normalisation & une
longueur d’onde donnée) peuvent étre réalisées sur les spectres mis en mémoire au moyen d’un
programme écrit en langage BASIC. Une table tracante (modele Hiplgt, Houston Instruments,

Austin, TX) permet 1’obtention de copies sur papier des spectres.

Une source de lumiére blanche non modulée (lumilre saturante) peut étre
utilis€ée au besoin afin de saturer la photosyntheése. Cette lumiére, d’intensité variable (de O
a 500 W-m?)!, produite par une lampe de type tungsténe-halogéne (modele EKE; GTE
Sylvania Canada Limited, QC) est dirigée sur 1’échantillon, via les fenétres supérieures de la
cellule, au moyen d’un faisceau de fibres optiques de verre (3.0 mm diametre). Un filtre
thermique, localisé dans le boitier de 1a lampe, entre celle-ci et 1’'une des extrémités du faisceau
de fibres optiques, réduit 1’échauffement éventuel de 1’échantillon. Un régulateur de tension,
fabriqué dans nos laboratoires, permet le contréle de I’intensité lumineuse. Des filtres de
densité neutre (Laser Energy Inc., Rochester, NY) peuvent également étre introduits entre le
filtre thermique et le faisceau de fibres optiques et assurer une plus grande souplesse dans le

réglage de 1’intensité lumineuse.

L’amplitude des diverses composantes a été calculée selon 1a méthode proposée
par Poulet et al. (1983) apres correction pour I’emmagasinage d’énergie mesuré a 256 Hz pour

I’érable A sucre et 3 une fréquence supérieure 2 400 Hz pour le pois. Une description détaillée

1 L’intensité maximale de 500 W-m? correspond 3 environ 1300 pmol-s'm? de RAP.
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de la procédure utilisée pour 1’analyse vectorielle du signal PA a été présentée au chapitre

précédent.

Les mesures d’intensité lumineuse ont été effectuées au moyen d’un
radiometre/photometre (modele LI-189; LI-COR, Inc., Lincoln, NE) équipé d’une sonde
quantique (modele LI-190SA; LI-COR, Inc., Lincoln, NE) ou d’une sonde pyranométrique

(modele LI-200SA; LI-COR, Inc., Lincoln, NE).

2) Conditions expérimentales

Les disques de feuille de 18 mm de diametre, prélevé au moyen d’un des deux
emporte-piece fabriqués 2 cet effet, provenaient de feuilles ayant atteint leur pleine
expansion. Dans le cas des semis employés lors des fumigations 2 court terme, nous avons
utilisé les feuilles opposées de la deuxi¢me ou troisiéme paire en partant de la base. Pour
chacune des feuilles étudiées, un disque, prélevé a I’intersection de la nervure centrale et de
la marge de la feuille, était analysé apres la fumigation de contrble. Aprés la fumigation de
traitement, un autre disque était prélevé du c6té opposé de la nervure centrale, & une position

comparable a celle du disque témoin, et analysé immédiatement apres le traitement.

Pour les fumigations a long terme, les feuilles étaient sélectionnées aléatoirement
sur les sauvageons en rejetant celles qui présentaient des signes évidents de nécroses ou de
contaminations non attribuables au traitement. Les disques provenaient d’une portion du limbe
située 2 1a base de la feuille entre la nervure centrale et une nervure secondaire. Un préléve-
ment similaire des disques a été effectué sur les feuilles provenant des arbres matures. Dans

ces deux cas, les mesures PA étaient effectuées moins de 12 h aprés la collecte des feuilles.
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Pour les fumigations 2 long terme, nous avons tenu compte du temps requis pour
effectuer les mesures (voir plus loin) ainsi que de notre intention de suivre 1'évolution des
parametres PA tout au long de la période de fumigation. Il en résulte que pour chacune des
12 semaines de mesures, deux séries de six feuilles ont fait 1’objet de mesures en SPA (i.e.:
deux traitements analysés chaque semaine). De cette fagon, pour un traitement donné, des

mesures ont été effectuées une semaine sur deux.

Dans tous les cas, les échantillons d’érables A sucre étaient exposés pour une période
variant de 15 a 30 min 2 la lumigre d’un projecteur. La lampe au tungsténe-halogéne (modele
ELH ou ENH; GTE Sylvania Canada Limited, Drummondville, QC) de cet appareil procure

une lumiére de qualité comparable 2 celle produite par le faisceau saturant.

Un filtre thermique, constitué d’un bassin d’eau, protégeait les échantillons contre
un échauffement excessif. Lors de 1’exposition 2 cette lumiére, les disques de feuille étaient
maintenus entre deux pie¢ces d’essuie-tout (Kimwipe; Kimberley-Clark Corporation, Toronto,
ON) humidifiées 2 I’eau distillée. Situés 2 environ 15 ¢cm de la source lumineuse, les disques
étaient soumis 2 une intensité lumineuse' d’environ 35 W-m2. Cette procédure rend le disque
de feuille dans un étéf dé~§hotosynthése stationnaire et nous évite une période d’induction alors
que I'échantillon est dans la cellule PA. Les effets de cette induction sur la composante
d’oxygene du signal PA de 1’érable A sucre complique I’interprétation du signal (Charland et

al., 1992) et il est préférable d’effectuer les mesures lorsque la photosynthése est stationnaire.

Avant l’introduction des échantillons, face supérieure orientée vers le faisceau

d’analyse, trois lamelles de verre circulaires (modele 12-546; Fisher Scientific Co., Montréal,

1 Cette intensité lumineuse correspond a environ 160 pmol-s'm? de RAP.
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QC) sont déposées dans le fond de la cellule PA. Les conditions particuli¢res sélectionnées
lors des mesures différent selon que 1’on effectue une mesure de 1’activité photosynthétique (A
fixe) ou un spectre (A variable). Les parametres notés sont: 1’intensité et la longueur d’onde
du faisceau d’analyse (680 nm), la fréquence de modulation (25, 250 ou 400 Hz) et, le cas
échéant, I'intensité de 1a lumi¢re saturante. Les valeurs de ces paramétres sont présentées au
chapitre VI. D’autres parametres, comme 1’ouverture des fentes du monochromateur, ont

également €té notés sans cependant faire 1’objet d’une mention systématique.

Pour revenir au temps nécessaire pour effectuer les mesures PA, suite aux
recommandations du Dr Michel Havaux en visite dans nos laboratoires, nous avons déterminé
les valeurs extrapolées 2 0 Hz de la composante thermique maximum ainsi que de la
composante d’oxygene dans le cas des spécimens provenant des chambres d’exclusion et des
arbres matures. Cette méthode repose sur le fait que 1’onde acoustique, produite par les
désexcitations non-radiatives et/ou le dégagement d’oxygéne, subit une atténuation
exponentielle a partir de son point d’origine. Cette atténuation devient de moins en moins
apparente a3 mesure que 1’on diminue la fréquence de modulation. La facon de procéder
consiste a effectuer des mesures 2 diverses fréquences de modulation. Nous avons utilisé 36,
49, 64, 81, 100 et 144 Hz. Les valeurs obtenues sont utilisées pour construire un graphe de
In(parametre) en fonction Vf 2 partir duquel nous calculons la valeur extrapolée A 0 Hz du

parametre analysé.

Cette facon de procéder comporte 1’'inconvénient d’augmenter considérablement le
temps requis pour 1’analyse des disques de feuille. Pour cette raison, elle n’a pas été retenue
lors des fumigations a court terme. Cependant, le fait qu’elle offre la possibilité de déceler un
effet du traitement sur 1’anatomie de la feuille (Havaux et al., 1986, 1987a) méritait qu’on s’y

attarde.
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E) Détermination de Pouverture des stomates

Bien que nous exercions un bon contr6le sur les conditions de croissance et de
fumigation, particulierement au laboratoire, une question importante peut €tre posée. Les
érables soumis aux divers traitements ont-ils vraiment "vu" la méme concentration de polluant
que celle mesurée? Pour tenter de répondre a cette question, nous devons vérifier si les
conditions expérimentales ou les traitements eux-mémes ont un effet sur I’ouverture des
stomates. Pour ce faire, deux approches peuvent étre considérées: 1’approche indirecte qui
consiste a mesurer la résistance stomatique au moyen d’un porométre, et 1’approche directe qui
consiste a observer 1’ouverture des stomates. Les mesures porométriques ne constituent pas
une preuve directe du changement d’ouverture des stomates. En effet, d’autres facteurs,
comme le changement dans la résistance au transfert des gaz' du parenchyme, peuvent
intervenir sur les mesures. Cette incertitude dans les mesures et 1’absence d’un tel appareil a

notre disposition nous a obligé a adopter 1’approche directe.

La petitesse des stomates (= 10 pm) proscrit 1’utilisation de la loupe stéréoscopique.
L’opacité de la feuille rend impossible 1’observation directe au microscope. Le prélévement
d’un lambeau d’épiderme permet de contourner ce probléme. Cependant, certaines plantes,
comme I’érable a sucre, ne se prétent pas vraiment a ce genre de manipulation qui, de plus,
nous éloigne des conditions physiologiques idéales. En fait, il faut se garder de manipuler la
feuille car des chocs mécaniques modérés suffisent souvent pour provoquer la fermeture des
stomates. Dans une telle situation, il est d’usage de faire des répliques de la surface a

examiner.

1 1l faut cependant mentionner que cette contribution de la résistance au transfert des gaz, aux mesures porométriques,
peut fournir des informations supplémentaires sur ’absorption potentielle des polluants gazeux. Ces informations sont
susceptibles de modifier les interprétations relatives a la concentration des polluants gazeux a I'intérieur de la feuille.
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Deux variantes de la technique de micro-relief s’offrent alors a nous. La premiére
consiste a appliquer une solution de collodion (Buscalioni & Pollacci, 1901) ou d’acétate de
cellulose transparent (Sampson, 1961) sur la feuille. Une fois le film sec, une 1égére torsion
du limbe foliaire permet de le retirer sans endommager la surface de la feuille. L’empreinte
ainsi obtenue consiste en une image négative stable de la surface foliaire qui s’observe
facilement sous le microscope. L’inconvénient principal de cette technique réside dans

I’exposition de la feuille a des solvants d’influence indéterminée sur 1’ouverture stomatique.

Pour éviter d’exposer la feuille a ces solvants, la deuxiéme variante fait appel a des
matrices en silicone. En mélangeant adéquatement la base et son catalyseur, nous pouvons
obtenir une pite de consistance désirée que 1’on applique sur la surface a observer. La
polymérisation se termine aprés 2 a 3 min sans exposer la feuille a des solvants organiques. Le
moule "négatif” ainsi obtenu sert alors de support pour 1’acétate de cellulose qui permet

d’obtenir une image "positive" de la surface foliaire. Nous avons exploré les deux alternatives.

Du vemnis a ongle (acétate de cellulose) transparent a ét€ appliqué sur une portion de la
surface de la feuille 2 examiner. Quelques minutes plus tard (2 2 10 min selon I’humidité
relative et la teneur en solvant du vernis), la réplique était suffisamment s¢che pour son
prélévement et 1’observation au microscope (grossissement variant entre 100 et 400 fois). La
grande stabilité physique de cette empreinte négative de la surface de la feuille facilite
grandement sa manipulation. Elle permet également d’effectuer 1’observation au microscope

a un moment ultérieur sans perte de détails.

Pour obtenir une empreinte positive, nous avons mélangé la base ("wash-base") et le
catalyseur ("wash-catalyst") d’un polymére de faible viscosité (polyvinylsiloxane) utilis€s en

dentisterie (Mirror 1 Impression material Type 1 Low Viscosity, Kerr Co., subsidiary of Sybron
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Corp., Romulus, MI). Rapidement, un mince film de ce mélange est déposé sur une lame de
microscope contre laquelle il suffit de presser une portion de feuille. Une fois la polymérisa-
tion terminée, une empreinte positive s’obtient en recouvrant le "moule" avec de 1’acétate de

cellulose. 11 suffit alors de procéder comme expliqué plus t6t.

F) Analyses statistiques

En langage mathématique, plus spécifiquement dans le domaine de 1’analyse statistique,
un échantillon désigne la fraction représentative d’une population choisie en vue d’un sondage
ou d’une analyse mathématique. Nous sommes cependant plus familier avec une autre
définition qui dit qu’un échantillon constitue une portion ou un fragment d’une chose capable
d’en donner une idée d’ensemble. Cette seconde définition correspond a celle que nous avons
utilis€ée dans les chapitres précédents. Cependant, dans les sections qui vont suivre une
attention particuli¢re a été portée afin d’éviter qu’il y ait confusion entre ces deux définitions.
Pour cela, le terme spécimen désignera le disque de feuille alors que 1’échantillon gardera son

sens statistique.

Selon un rapport présenté au Ministére de I’Environnement de 1’Ontario (Mcllveen et al.,
1986), la taille de 1'échantillon nécessaire pour une évaluation adéquate de la composition
élémentaire des feuilles d’érable A sucre et du bouleau jaune serait de 10 feuilles pour certains
éléments (P, Mg, Cu, Fe, Na, Zn, Al et Ni pour 1’érable a sucre; K, Ca, Mg, Fe, Al, Ni pour
le bouleau jaune). La taille de 1’échantillon peut cependant s’élever a 60 feuilles pour d’autres
éléments (Pb et Cd). A la lueur de ces résultats, nous avons choisi d’utiliser entre 10 et 20
feuilles pour nos mesures. Ce nombre est limité principalement par les dimensions et le

nombre de feuilles mais surtout par le temps nécessaire pour effectuer les mesures.
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Afin de déterminer si les différences observées dans les résultats sont attribuables au
- traitement, nous avons procédé a 1’analyse statistique des résultats. Les calculs nécessaires
pour 1’évaluation des divers parametres PA 2 partir des données brutes ainsi que le calcul des
moyennes et des écarts-types ont été effectués au moyen du logiciel Lotus 1-2-3 version 2.01
(1986)(Lotus Development Corporation) programmés par 1’auteur 2 cet effet. Pour les analyses
statistiques, nous avons utilisés les logiciels EPISTAT version 2.2 (1986)(logiciel du domaine

public) et SPSS version 2.04 (1990)(SPSS Inc., Chicago, IL).

Dans tous les cas, des tests préalables d’homogénéité de variance ont été effectués
Lorsque nécessaire, nous avons effectué une transformation de rang sur les données. Nous

avons effectué des analyses de variances (ANOVA) sur nos données.
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RESULTATS

Une fois que la chambre de fumigation (annexe I) et le protocole de production de semis
d’érable a sucre (annexe 1I) étaient au point, il nous a été bossible de procéder aux fumigations
dans le laboratoire. Pour ce qui est des traitements effectués sur le terrain (chambres
d’exclusion), une premiére constatation concerne la concentration moyenne d’ozone mesurée
au champ. D’une valeur de 35 ppb (tableau 7), celle-ci se compare a celles observées dans des
régions dites "non-polluées” (voir chapitre III). Cependant, la valeur maximale de 59 ppb
indique la présence possible d’ozone d’origine anthropogénique. Les chambres 5, 8 et 9
recevaient de ’air filtré au charbon activé et ont présenté des concentrations (valeurs moyennes
de 2, 6 et 9 ppb, respectivement) nettement inférieures a celle mesurée au champ (tableau
7). Les différences observées entre les concentrations moyennes d’ozone des chambres 5, §
et 9 résultent vraisemblablement de la variabilité de 1’efficacité des filtres au charbon activé.
Les concentrations d’ozone dans les chambres recevant de 1’air ambiant (1, 3 et 6) ont
démontré une bonne similarité entre elles (36, 36 et 34 ppb, respectivement) et avec la valeur
obtenue au champ (tableau 7). Finalement, les chambres recevant trois fois la concentration
ambiante d’ozone (2,4, et 7), avec des valeurs moyennes de 116, 129 et 111 ppb, ont présenté
des rapports réels de 3.3, 3.7 et 3.2, respectivement (tableau 7). Ces rapports demeurent

acceptables devant la difficulté pos€e par 1’utilisation des chambres d’exclusion.

Les concentrations d’ozone maintenues dans ces structures présentent une variabilité
supérieure 2 celle obtenue de 1a chambre de fumigation. Dans le cas des chambres d’exclusion,

la variabilité de la concentration d’ozone est recherchée et elle représente un élément important
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Tableau 7

-Performances des chambres d’exclusion: concentrations journaliéres d’ozone

Champ Air filtré Air ambiant 3 x ambiant
Chambre 5 8 9 1 3 6 2 4 7
Moyenne (ppb) 35 2 6 9 36 36 34 116 | 129 | 111
Ecart-type (ppb) 10 2 3 5 12 12 10 46 51 44
Coef. Varia. (%) 29 117 | 55 53 32 32 29 39 40 | 39
Maximum (ppb) 59 9 16 29 74 66 64 226 257 | 214
Minimum (ppb) 18 0 1 2 18 18 17 16 23 | 17

qui permet de reproduire des conditions plus prés de celles prévalant dans la nature. Aucun
contr6le sur la température et ’intensité lumineuse prévalant dans les chambres d’exclusion

n’a été exercé.

A) Parameétres utilisés lors des mesures en spectroscopie photoacoustique

Les parameétres expérimentaux choisis lors des mesures en SPA reposent, en partie, sur
les travaux de Charland (1989). Partant des valeurs obtenues par cet auteur, nous avons
déterminé les conditions optimales pour le matériel utilisé. Les parametres susceptibles
d’affecter les mesures sont: 1- l'intensité (I, et la longueur d’onde (A,,) du faisceau

d’analyse; 2- 'intensité (I ,) du faisceau saturant; 3- la fréquence de modulation (f,,).

La figure 21A illustre I’effet de 1’intensité du faisceau d’analyse (modulé) sur I'EEP de
sauvageons d’érable a sucre. Aux faibles intensités lumineuses, I'EEP présente une valeur

maximale puis décroit en fonction d’une augmentation d’I 4, comportement qui s’explique par
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Figure 21. Effet de ’intensité lumineuse sur le signal photoacoustique
de feuilles d’érable a sucre (sauvageons)

A) Variation de I’intensité du faisceau d'analyse (monochromatique et modulé)
I, =250 W-m? f_, = 150 Hz. Moyenne de 10 mesures * écart-type.
B) Variation de ’intensité du faisceau saturant (polychromatique et continu)
Io=45W-m? f, =150 Hz. Moyenne de 10 mesures + écart-type.
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une fermeture progressive des centres réactionnels. Notre intérét étant de mesurer 1’activité
photosynthétique (EEP) maximum, nous devons donc opter pour une faible valeur d’I . Ce-
pendant, une réduction de I’intensité du faisceau d’analyse entraine une baisse appréciable du
rapport S/B. Cette situation nous oblige donc a faire un compromis qui consiste 2 utiliser une
valeur d’I,., d’environ 4 W-m?2, L’intensité mesurée au cours des expériences variait entre 3
et 5 W-m? Cette variation découle des différences entre les diverses ampoules utilisées au
cours des mesures et de leur vieillissement. Les mesures ont été effectuées 2 680 nm. Ce
choix repose sur le fait que cette longueur d’onde permet d’exciter efficacement les deux

photosystéemes (PS I et PS II).

La relation entre I’EEP et I, est illlustrée 2 la figure 21B. En tenant compte de la
variabilité des résultats, une saturation complete de I'EEP s’observe 2 partir de 130 W-m™.
L’échauffement du disque de feuille, présent dans la cellule PA, représente un probléme
concomitant 3 I’augmentation d’I,. Nous avons utilisé une intensité d’I, de 250 W-m? qui

assure une saturation compléte tout en limitant 1’échauffement du disque de feuille.

Dans le cas des feuilles, une augmentation suffisante de la fréquence de modulation
permet d’éliminer la composante d’oxygene. Cette composante abaisse artificiellement la
valeur d’EEP, tel qu’illustré a la figure 22. Ainsi, aux fréquences inférieures 3 100 Hz, nous
pouvons observer une réduction appréciable de I’EEP. Pour 1'érable a sucre, la composante
d’oxygéne se trouve généralement éliminée lorsque f, .4 atteint une valeur d’environ
100 Hz. Dans ce cas, une augmentation de f_, n’affecte pas la valeur d’EEP. La variabilité
des mesures présentées 2 la figure 22 tient en partie de la persistance de la composante
d’oxygene aux fréquences supérieures 2 100 Hz chez plusieurs spécimens. Ceci nous a obligé
a utiliser une fréquence de modulation de 250 Hz pour I’évaluation de I'EEP. Des vérifications

de contrble ont confirmé 1’absence de dégagement d’oxygene a cette fréquence de modulation.
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Figure 22. Effet de la fréquence de modulation sur I’emmagasinage d’énergie photosynthétique
de feuilles d’érable a sucre (sauvageons)

Moyenne de 10 mesures * écart-type.
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Pour résumer, la valeur des paramétres PA pour la plupart des mesures effectuées avec
’érable 2 sucre est: I s =325 W-m™ A, = 680 nm; I, = 250 W-m?% £, = 250 Hz pour

évaluer I’EEP et 25 Hz pour évaluer la composante d’oxygene.

B) Effets de I’ozone sur Pactivité photosynthétique de I’érable 4 sucre

Nous avons effectué les premiéres fumigations avec des semis. La valeur initiale de
50 ppb d’ozone correspond 2 la concentration observée dans des endroits peu pollués (voir
chapitre III). Les autres concentrations ont été sélectionnées de facon a observer un effet
significatif sur au moins un des paramétres PA. Nous avons augmenté la concentration entre

50 et 3000 ppb de la fagon suivante: 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 et 3000 ppb.

La forme sous laquelle les données sont présentées a été conservée pour exprimer les
résultats des tableaux 8 & 12. Quatre parametres ont été mesurés directement (Azn) ou déduits
mathématiquement des mesures PA (EEP, Ao, et Ao, normalisée)(voir équations 13 et 15).
Nous avons opté pour une présentation en unités relafives (% par rapport au contr6le) ce qui
facilite la comparaison des résultats. La moyenne ainsi que 1’écart-type des effets mesurés
figurent dans les tableaux. Par convention, 100 signifie que la valeur du parametre mesuré est
demeurée inchangée suite au traitement. Par conséquent, une valeur supérieure 2 100 indique
une stimulation (augmentation du parametre) alors qu’une valeur inférieure 2 100 témoigne
d’une inhibition (réduction du paramétre). Les valeurs moyennes absolues de la composante
thermique maximale, de ]’emmagasinage d’énergie photosynthétique ainsi que de la composante
d’oxygene des groupes contrbles sont présentées entre parenthéses. Il importe de mentionner,
qu’a P’exception de I'EEP, les valeurs absolues des divers parametres PA sont d’exploitation

limitée. En effet, la valeur de ces paramétres dépend, entre autres, des caractéristiques des
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diverses composantes du montage utilisé et plus particuliérement de la cellule photoacoustique
(notre cellule est de fabrication maison). Les résultats des analyses statistiques sont également
indiquées par un *° lorsqu’une différence significative existe entre le groupe contréle et le
groupe fumigé. La lettre " indique qu’une transformation de rang a été effectuée sur les

données afin de tenir compte de 1’hétérogénéité de la variance.

1) A court terme

a) Semis

Nous présentons au tableau 8 les résultats des fumigations a court terme (4 h)
effectuées sur les semis d’érable 2 sucre. A I’exception de I'EEP, il a été nécessaire
d’effectuer une transformation de rang sur les paramétres PA afin de tenir compte de la non-
homogénéité de la variance. Nous ne pouvons pas dégager de tendance concernant ’effet de
I’0zone surla composante thermique maximale. Bien que plusieurs des concentrations utilisées
aient causé une augmentation mesurable de T™ par rapport aux contrdles, 1’effet de I’ozone sur

ce parametre semble indépendant de la concentration.

La stabilité d’ A= est importante pour 1’évaluation de I’emmagasinage d’énergie
photosynthétique et de la composante d’oxygeéne qui dérivent d’opérations mathématiques
impliquant T™. La composante thermique maximum présente un coefficient de variation moyen
d’environ 23% (n = 15, résultats non-présentés) pour 1’ensemble des groupes de 10 disques
contrles du tableau 8. Le traitement ne semble pas affecter la variabilité de ce parameétre

(coefficient de variation de 24% pour 1’ensemble des groupes de disques traités).



Tableau 8

Variation des parametres PA de semis d’érable & sucre suite &4 une fumigation a
1’0ozone de courte durée (4 h): effet de la concentration

50 ppb 100 ppb 200 ppb 500 ppb 1000 ppb 2000 ppb 3000 ppb

AT 114 £+ 24 94 £28 116 = 38 100 + 25 115 + 37 105 + 30 151 + 83
™ (13x10°V) | 1.2x10°V) | 1.0x 107 V) | (1.1 x10° V) | (1.1 x10?V) | (1.4 x 10?V) | (1.0 x 10? V)

104 + 14 97 £ 17 97 £ 19 102 £ 18 82 £28° 65+39° 62 £27°

EEP (21.4%) (24.6%) (27.2%) (26.7%) (26.0%) (27.4%) (22.9%)

AT 120 £ 71 103 £ 35 83 £ 27 105 % 86 59 £ 41 46 + 24 60 32
0, @42x10*V) | 3.7x10*V) | (6.0x10*V) | 45x10*V) | 49x10*V) | 42x10*V) | 2.5x10* V)

A, A n 109 + 70 117 £ 51 78 + 36 107 £ 80 57 144 48 £ 25 50 £ 34

0,/ T

Moyenne de 20 mesures + écart-type. Valeurs exprimées en pourcentage (%) du contrdle.

* différence significative a p < 0.05 pour les variables Az=, EEP et 4o, .
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L’EEP, dont la valeur moyenne varie entre 21 et 27% chez les contr6les, ne
présente une réduction significative qu’a 1000 ppb ou plus d’ozone, concentrations nettement
supérieures 2 celles mesurées dans la nature, méme dans les endroits les plus pollués. 1l ne
semble pas exister de relation simple entre 1’inhibition de I'EEP et la concentration d’ozone.
Tout comme pour la composante thermique maximum, 1’effet du traitement sur I’EEP présente

une variabilité pouvant étre considérable (coefficients de variation variant entre 14 et 60%).

L’inhibition de 1a composante d’oxygeéne observée aux concentrations = 1000
ppb est plus importante que celle obtenue avec I'EEP mais n’est cependant jamais significative.
Cette situation tient probablement dé la variabilité dané la réponse des spécimens au traitement.
En effet, les coefficients de variation des effets de 1’0zone sur le composante d’oxygéne se
situent entre 33 et 82%, valeurs plut6t importantes. D’ailleurs, méme les valeurs absolues
d’ Ao, des contr6les présente une grande variabilité (facteur de 2.4 du plus petit au plus grand)
d’un lot de plantules 2 1’autre (tableau 8). Aucune information supplémentaire ne peut étre
tirée de la composante d’oxygéne normalisée. La variabilité dans la réponse aux diverses
concentrations d’ozone utilisées constitue probablement le probléme le plus important auquel
nous avons fait face. Ainsi, le coefficient de variation de I’EEP (n = 20) est de 16% pour le

groupe contrfle mais 47% pour le groupe traité (3000 ppb, résultats non-présentés)

b) Sauvageons

Suite aux résultats obtenus avec les semis, indiquant une grande résistance de
I’érable a sucre, nous avons vérifié€ si tel était le cas pour des sauvageons agés entre 5 et 7 ans.
Puisqu’aucun effet significatif n’a pu étre observé aux concentrations inférieures 2 1000 ppb,

nous avons limité notre analyse aux concentrations suivantes: 500, 1000, 2000 et 3000 ppb.
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D’apres nos résultats (tableau 9), il appert que les sauvageons présentent une
résistance supérieure 2 celle démontrée par les semis. Tout comme pour ces derniers, la
composante thermique maximum n’est pas affectée de fagon significative par le traitement.
Une différence notable entre ces deux groupes de plantes s’observe au niveau de la variabilité
dans la réponse d’A;= au traitement. L’effet d’une fumigation 2 3000 ppb d’ozone varie
considérablement moins chez les sauvageons (coefficient de variation de 14%) que chez les
semis (coefficient de variation de 55%). Cette moindre variabilité s’observe également dans
la réponse des autres parameétres étudiés. Il aura fallu 3000 ppb d’ozone pour réduire
significativement I’EEP chez les sauvageons comparativement 2 1000 ppb pour les semis. La
composante d’oxygéne, mesurée su.ite a une fumigation a 3000 ppb d’ozone, présente une
réduction significative alors que la composante d’O, normalisée n’est pas affectée de fagon
significative par les traitements. Cette observation permet de questionner la pratique qui
consiste a2 normaliser la composante d’oxygéne. Dans ce cas particulier, 1’opération
mathématique introduit une source supplémentaire de variabilité qui rend non-significative

1’effet observé.

Nos résultats indiquent une plus grande sensibilité 2 1’0zone chez les semis que
chez les sauvageons dont le seuil de sensibilité se situerait 2 environ 1000 et 3000 ppb,
respectivement. Devant cette situation, nous nous sommes interrogés sur le fait d’effectuer les

mesures PA immédiatement, ou au plus tard 8 h aprés la fumigation.

c¢) Effet du temps écoulé entre le traitement et les mesures

Afin de vérifier I’effet du temps écoulé entre le traitement et les mesures sur

les paramétres PA, nous avons repris des fumigations de 1000 ppb avec des semis. Le choix
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Tableau 9

Variation des parameétres PA de sauvageons d’érable a sucre suite a2 une fumigation a
I’0zone de courte durée (4 h): effet de la concentration

500 ppb 1000 ppb 2000 ppb 3000 ppb
A 105 + 23 99 + 16 103 + 17 91 + 13
" (2.2 x 103 V) (2.3 x 107 V) 2.0 x 107 V) (2.3 x 103 V)
105 + 13 111+ 16 98 + 16 84 + 18 °
EEP (23.8%) (23.0%) (27.8%) (28.1%)
A 99 + 38 121 + 87% 81 + 31 68 + 34
0, (7.7 x 10* V) (7.7 x 10* V) (8.2 x 10* V) (9.5 x 10* V)
(AOZ/AT’") 100 + 48 122 + 79 78 + 25 74 % 33

Moyenne de 20 mesures + écart-type. Valeurs exprimées en pourcentage (%) du contréle.
* différence significative a p < 0.05 pour les variables A=, EEP et 4g,.
de cette concentration repose sur le fait qu’elle a produit une réduction significative de I'EEP
chez ces derniers. Nous devrions ainsi €tre en mesure d’observer une récupération ou une
aggravation de I’inhibition. Des mesures ont été effectuées immédiatement apreés la fumigation
(comme pour les autres fumigations), 24, 48 et 96 h aprés celle-ci. Le nombre, de méme que
la surface des feuilles, ne nous permettaient pas d’effectuer des mesures de controle. Dans ce
cas particulier, les valeurs des parametres PA aux temps 24, 48 et 96 h ont été comparées a
celles obtenues immédiatement aprés la fumigation ( O h) et non avec celles des contrfles. De

plus, les valeurs entre parenthéses sont celles du groupe traité au moment spécifié.

En dépit d’une légere réduction, les résultats, présentés au tableau 10,
démontrent 1’absence de variation significative, au cours de cette période de temps, pour le
parametre T". L’EEP ne varie pas significativement dans le temps. Cela tient probablement

de 1a grande variabilité de I’effet du traitement (jusqu’2 41% de variation & T = 24 h) qui rend
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Tableau 10

Variation des parameétres PA de semis d’érable a sucre suite 2 une fumigation de
1000 ppb d’0zone de courte durée (4 h): effet du temps écoulé entre la fumigation
et les mesures

Oh 24 h 48 h 96 h

A - 100 + 18 97 + 20 89 + 19
™ (1.8 x 103V (1.8x10°V) | (1.7x10%V) | (1.6 x 107 V)

- 101 + 41 111 + 41 105 + 25

EEP (16.4%) (15.6%) (17.0%) (16.8%)

A - 147 + 78 156 + 126 131 + 66
0, 2.6x10*°V) | 33x10*V) | (3.4x10*V) | (3.0x10*V)

(AOZ/AT"‘) . 151 + 84 162 + 112 156 + 94 °

Moyenne de 20 mesures + écart-type. Valeurs exprimées en pourcentage (%) du contréle.
* différence significative & p < 0.05 pour les variables A;», EEP et 4g,.
non-significative les faibles augmentations observées. En dépit d’une augmentation
appréciable, de 31 a4 56%, nous avons &té incapables d’établir une différence significative de
la composante d’O, (comparaison entre les mesures au temps x et au temps 0). Cependant, la
composante d’oxygene normalisée au temps T = 24 h est significativement supérieure a celle
mesurée immédiatement apres la fumigation (T = 0 h). Dans ce cas, la normalisation de la

composante d’oxygene a I’effet contraire 3 celui rapporté au tableau 9 (3000 ppb).

Nous avons également vérifié 1’effet de 1a durée des fumigations en conservant
a ’esprit notre définition de courte durée (8 h ou moins). La comparaison entre un traitement
de 4 h et de 8 h a 1000 ppb d’ozone est présenté au tableau 11. La valeur des paramétres PA
pour la fumigation de 4 h provient du tableau 8. Dans les deux cas, la composante thermique

maximum ne varie pas de fagon significative par rapport aux controles.



CHAPITRE VI: RESULTATS

Tableau 11

Variation des parametres PA de semis d’érable a sucre suite 4 une fumigation de
1000 ppb d’ozone de courte durée (4 h) ou de moyenne (8 h) durée

130

1000 ppb 1000 ppb
4 h 8h
A 115 £ 37 96 + 21
" (1.1x10%V) | 23x10%V)
82 +28° 88+ 19
EEP (26.0%) (26.7%)
A 59 + 41 94 + 41
0, 4.9x10*V) | (8.5x10*V)
(A02/AT,,.) 57 + 44 99 + 37

Moyenne de 20 mesures + écart-type. Valeurs exprimées en pourcentage (%) du contrfle.
* différence significative 2 p < 0.05 pour les variables A=, EEP et 4g,.

De facon surprenante, I’EEP qui présente une réduction significative suite a la
fumigation de 4 h, ne diffeére plus significativement de celui des contréles dans le cas du
traitement de 8 h. Ce point indiquerait que la concentration de 1000 ppb serait prés du seuil
réel de sensibilité A I’ozone des semis d’érable a sucre. De plus, 1a composante d’oxgéne qui
démontrait jusqu’a présent une sensibilité au traitement supérieure a celle des autres parametres
PA, semble indifférente a la fumigation de 8 h. Nous ne croyons pas que cette différence de
sensibilité puisse €étre attribuée a4 des variations dans les conditions environnementales
maintenues lors des fumigations. L’état physiologique des semis utilisés peut cependant avoir
influencé leur sensibilité A 1’ozone. Ce point serait supporté par le comportement de la
composante d’oxygéne qui est pratiquement deux fois plus grande chez les contrfles du groupe
8 h comparativement aux contr6les du groupe 4 h. Cependant, I'EEP des deux groupe ne

differe pratiquement pas d’un groupe a 1’autre.
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d) Effet de ’intensité lumineuse lors de la fumigation

Le choix de I’intensité lumineuse prévalant lors des fumigations dépendait,
entre autres, des conditions de croissance des semis. Ainsi, une intensité lumineuse d’environ
85 pymol-s’-m?, valeur comparable 2 celle mesurée dans la chambre de croissance, fut utilisée
pour ’ensemble des fumigations (semis et sauvageons). Ce choix limitait les chances d’un
stress lumineux chez les semis. Dans le cas des sauvageons, une période d’attente de 30 min
assurait leur adaptation a ce nouvel environnement lumineux. Il demeurait néanmoins
intéressant de vérifier 1’effet d’'une augmentation importante de 1’intensité lumineuse sur la

toxicité de 1’ozone.

Nous présentons au tableau 12 les effets d’une augmentation d’environ 2.5 fois
I’intensité lumineuse normalement utilisée lors des fumigations. La valeur des paramétres PA
pour la fumigation de 4 h provient du tableau 8. La composante T" démontre une légére
augmentation (non-significative) attribuable, vraisemblablement, aux variations intra-spécifi-
ques. L’EEP semble 1égerement affecté par 1’augmentation de I’intensité lumineuse, sans
toutefois manifester de variation significative par rapport au contrfle. Bien que la composante
d’oxygeéne présente une réduction, suite 3 la fumigation sous "haute" intensité lumineuse,
I’inhibition observée n’est pas significative. Cette composante du signal PA demeure la plus

variable.

Il semble y avoir une réduction de ’inhibition attribuable A 1’0zone lorsque 1’on
augmente 1’intensité lumineuse lors de la fumigation. Des difficultés expérimentales,
particulierement I’échauffement des plantules, ne nous ont pas permis d’augmenter davantage
la quantité de lumiére présente lors des fumigations. Il faut cependant garder a I’esprit que des

intensités lumineuses nettement supérieures (jusqu’a 2000 pumol-s'-m?) A celles utilisées lors
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Tableau 12

Variation des parameétres PA de semis d’érable a sucre suite 2 une fumigation de
1000 ppb d’ozone de courte durée (4 h): effet de I’intensité lumineuse

132

"Faible" "Haute"
85 pmol-s’m? 215 pmol-stm?
A 115 + 37 107 + 36
" (1.1x10%V) | (1.3x10%V)
82 +28° 93 + 32
EEP (26.0%) (20.0%)
A 59 + 41 71 + 42
0, (4.9 x 10* V) (2.4 x 10* V)
(AOZIAT,..) 57 + 44 72 + 46

Moyenne de 20 mesures * écart-type. Valeurs exprimées en pourcentage (%) du contrdle.
* différence significative 2 p < 0.05 pour les variables A;a, EEP et 4o,.
de cette expérience s’observent régulidrement sur le terrain. Les mesures effectuées sur les
sauvageons maintenus dans les chambres d’exclusion tiennent compte de ce point comme nous

le verrons dans la prochaine section.

2) A long terme

Nos données brutes nous permettent d’affirmer que, dans 1’ensemble, les coefficients
de corrélation des droites pour In(paramétre) en fonction de Vf sont excellents pour T (R?
presque toujours supérieurs a 0.95, résultats non-présentés). Occasionnellement, la composante
de dégagement d’oxygeéne donne des coefficients pouvant s’éloigner considérablement de

['unité (jusqu’a 0.4). Ce point traduit fort probablement la complexité de cette composante
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ainsi que sa faible amplitude. Les mauvais coefficients de corrélation obtenus avec la

composante d’oxygeéne ont affecté notre évaluation de la composante d’oxygéne normalisée.

Devant la variabilité temporelle des paramétres PA, nous avons décidé de ne pas
présenter les données du tableau 13 sous forme comparative. Ainsi, 4= et Ao, sont exprimées
en mV. La composante d’oxygeéne normalisé n’a pas d’unité. Enfin, I’EEP représente la

fraction, en pourcent, de 1’énergie lumineuse absorbée utilisée pour la photosynthése.

De fagon générale, T™ semble diminuer au cours du temps chez les spécimens
provenant des chambres contenant de 1’air ambiant ou 3 fois la concentration ambiante
d’ozone. Par contre, ce parametre semble fluctuer de fagon aléatoire dans le cas des érables
soumis a de 1’air filtré. L’EEP présente des variations importantes entre les périodes de mesure
(2 semaines). Ainsi, dans le cas des érables provenant des chambres contenant de 1’air
ambiant, I’EEP passe de 25% (26 juillet) a 17% (9 aoiit) puis a 22% (23 aolt). Des variations
semblables s’observent pour I'EEP des érables soumis a 3 fois la concentration ambiante
d’ozone. L’EEP des érables d’air filtré et de I’enclos manifeste cependant un plus grande
stabilité. Cette variation de I’EEP dans le temps rend difficile la comparaison entre les
traitements. La valeur de I’EEP mesurée lors de la premi¢re semaine (14/6/89) pour les érables
provenant des chambres contenant de 1'air ambiant ou enrichi en ozone est particuli¢rement

basse. Ce point traduit probablement un stress consécutif au transfert en pot des sauvageons.

La composante d’oxygéne manifeste, dans tous les cas, un comportement erratique
qui ne permet pas de déceler de tendance dans le temps ou en fonction des traitements. La
situation se répete pour la composante d’oxygeéne normalisée. Les coefficients de variation de
ces deux paramétres prennent parfois des valeurs qui exceédent 100%, indépendamment de

I’application d’un traitement.



Tableau 13

Variation temporelle des parametres PA de sauvageons d’érable a sucre suite a
une fumigation a 1’ozone de longue durée (1 saison): effet de la concentration

14/6/1989 28/6/1989 12/7/1989 26/7/1989 9/8/1989 23/8/1989
1
Apn (mV) 20 £ 3 20£2 14 £ 4 11£2 10 £ 2 743
EEP (%) 7.0+ 3.3 15.6 + 6.5 19.1 £ 8.0 249+ 49 16.6 + 3.9 218+ 4.5
A, (mV) 5+3 27 +23 11+ 17 18 + 30 6+ 11 242
2
Ay [Am) 0.23 £ 0.17 0.14 + 0.12 0.65 + 0.85 1.69 £ 2.72 0.48 + 0.92 0.21 + 0.17
2 .
2
Apn (mV) 13+ 5 17+ 3 1242 10+ 4 10 + 2 9+3
EEP (%) 7.4+48 129+ 7.5 14.0 + 3.7 26.4 £ 6.5 14.4 £ 3.8 22.6 3.7
Aoz(mV) 8§+5 14 + 15 6+ 7 16 % 6 242 8+5
(AOZ/AT,..) 0.66 + 0.45 0.98 + 1.19 0.49 + 0.64 2.00 £ 1.00 0.25 + 0.38 0.96 + 0.64

Moyenne de 6 mesures + écart-type. ' Air ambiant; ? Air contenant 3 fois la concentration ambiante d’ozone.
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Tableau 13

Variation temporelle des parametres PA de sauvageons d’érable a sucre suite a
une fumigation a ’ozone de longue durée (1 saison): effet de la concentration

14/6/1989 28/6/1989 12/7/1989 26/7/1989 9/8/1989 23/8/1989
Apn (mV)l 20 £ 3 20 £ 2 14 + 4 1142 10£2 7+3
EEP (%) 7.0+ 3.3 15.6 £ 6.5 19.1 £ 8.0 24.9 £ 4.9 16.6 £ 3.9 21.8 £ 4.5
AOZ(mV) 5+3 27 +23 11+ 17 18 + 30 6+ 11 2+2
(AOZ/AT,,.) 0.23 + 0.17 0.14 £ 0.12 0.65 £ 0.85 1.69 + 2.72 0.48 + 0.92 0.21 £ 0.17
AT,,.(mV)2 1345 17+ 3 12+£2 10 + 4 10+2 9+3
EEP (%) 7.4+ 4.8 129+ 7.5 14.0 £ 3.7 26.4 £ 6.5 14.4 +38 22.6 £ 3.7
AOZ(mV) 85 14 + 15 67 166 242 815
(AOZ/AT,,.) 0.66 + 0.45 0.98 £ 1.19 0.49 + 0.64 2.00 £ 1.00 0.25 £ 0.38 0.96 + 0.64

Moyenne de 6 mesures * écart-type. ! Air ambiant; > Air contenant 3 fois la concentration ambiante d’ozone.
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Nous avons finalement effectué des mesures afin de vérifier la capacité de la SPA
a fournir des informations sur I’activité photosynthétique des feuilles d’arbre, en milieu naturel,
dépéris A divers niveaux. Nous présentons au tableau 14 les valeurs relatives (par rapport 2

celles d’un arbre 'sain’) des divers parametres PA.

Une premire constatation concerne T™ qui démontre une augmentation notable
(38%) dans le cas de I’arbre présentant un dépérissement avancé. Dans le cas des arbres
présentant un niveau de dépérissement intermédiaire ou avancé, I'EEP demeure pratiquement
inchangé par rapport 4 celui d’un arbre "sain’. L’augmentation notable de T™ affecte donc de
fagon importante, dans le cas des arbres matures échantillonnés, la valeur de la composante
d’oxygeéne normalisée. Ainsi, pour ’arbre présentant un niveau de dépérissement avancé,
I"augmentation de T™ abaisse la composante d’oxygeéne normalisée alors que la composante
d’oxygene était pratiquement similaire a celle de 1’arbre non-dépéris. Malheureusement, le fait
qu’un seul arbre par niveau de dépérissement ait été échantillonné ne nous permet pas de
distinguer entre I’effet du dépérissement et les variations des paramétres mesurés attribuables

au génotype.

C) Effets du bioxyde de soufre sur ’activité photosynthétique de 1’érable & sucre

Parmi les objectifs initiaux, nous devions procéder a la fumigation d’érables a sucre avec
du bioxyde de soufre suivant un protocole similaire 2 celui utilisé pour les fumigations a
I’ozone. Apres avoir observé la grande résistance de cette espéce a 1’ozone, mais également
devant la faible concentration de SO, en région rurale, nous avons modifié le protocole initial
en utilisant qu’un nombre restreint de concentrations (tableau 15). De plus, nous y présentons

que la valeur de deux parametres PA: I’EEP et la composante d’oxygeéne normalisée.



Variation des paramétres PA d’érables 4 sucre matures appartenant -
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Tableau 14

a des classes différentes de dépérissement

Sain Intermédiaire Avancé
(0%) (40%) (70%)
A - 127 £ 30 138 + 25
™ (1.0x10%°V) | (12x10%°V) | (1.3x10%V)
- 102 £ 24 96 £ 17
EEP (33%) (33%) (31%)
A - 123+ 32 99 + 35
0, (1.0x 10% V) (1.1 x 10° V) (0.9 x 10° V)
(AOZIAT,.,) 99 + 27 75 + 38

137

Moyenne de 20 mesures x écart-type. Valeurs exprimées en pourcentage (%) du contr6le.

Tout comme pour 1’0zone, les semis d’érable 2 sucre démontrent une grande résistance
au bioxyde de soufre. L’EEP ainsi que la composante d’oxygéne normalisée des semis
présentent une réduction significative pour une concentration de 1000 ppb, seuil comparable
a celui observé pour I’0zone. De plus, la composante d’oxygéne normalisée manifeste une
sensibilité supérieure au SO, comparativement 2 I’EEP. Cette différence s’observe pour

I’ensemble des concentrations utilisées.

La réponse des sauvageons aux fumigations au SO, est intéressante. Noter qu’a la
concentration de 50 ppb, le bioxyde de soufre provoque une augmentation significative de
I’activité photosynthétique (sous forme d’EEP et de la composante d’oxygeéne normalisée) qui
persiste quelque temps aprés la fumigation (= 3 h). L’augmentation mesurée pour ces deux

paramétres, dans le cas des semis, est moins importante et non-significative. Nous avons
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Tableau 15
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Variation de PEEP et d’Ao, normalisée d’érables a sucre suite 2 une fumigation au
bioxyde de soufre de courte durée (4 h): effet de la concentration

50 ppb 100 ppb 500 ppb 1000 ppb 2000 ppb
EEP (%)' 111 £ 13 100 £ 15 91+ 19 72 +23° 62 +16°
(Ao, [Agn) 109 + 15 80 + 30 81+ 33 51425 | 33+16°
EEP (%)* 115+ 13° - - - 81+9°
(A02/AT"‘) 140 £ 17 ° - - - 54 £26°

Moyenne de 17 mesures * écart-type. Valeurs exprimées en pourcentage (%) du contr6le.
! semis; ? sauvageons. *® différence significative a p < 0.05 pour les variables Ap», EEP et

mentionné, au chapitre 111, 1’effet stimulant que pouvait provoquer le SO, sur 1a photosynthése.
Il appert donc que la SPA est en mesure de détecter une telle stimulation de 1’activité

photosynthétique.

L’inhibition de ’emmagasinage d’énergie ¢t de la composante d’oxygéne normalisée
provoquée suite 4 une fumigation avec 2000 ppb de SO, est moins importante pour les

sauvageons que pour les semis (tableau 15). Cette résistance, supérieure chez les sauvageons,

Ao,

se compare a celle observée avec 1’ozone.

Il convient de mentionner que, pour chacun des traitements au SO,, aucun dommage
foliaire n’a été observé avant les mesures PA. De plus, le contenu en chlorophylles et en

caroténoides des disques de feuilles n’a présenté aucune variation significative (Veeranjaneyulu

et al., 1991b).
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D) Effets de 1’ion sulfite sur 1’activité photosynthétique du pois

La grande résistance de 1’érable a sucre A 1’ozone et au bioxyde de soufre entravait
sérieusement notre intention d’étudier leurs mécanismes d’action. Le recours a une plante
sensible, le pois, a permis de remédier 2 cette situation. Puisque les ions sulfite constituent un
intermédiaire important dans la manifestation de la phytotoxicité du bioxyde de soufre, nous

avons étudié 1’effet du sulfite de sodium sur 1’activité photosynthétique des feuilles de pois.

La figure 23 illustre les effets d’un traitement d’une heure au sulfite de sodium. Noter que
les échelles de concentrations sont différentes pour la figure 23A et B. Une premiére
observation concerne la différence de sensibilité des feuilles de pois selon que le traitement a
lieu en présence de lumiére (figure 23A) ou a 1’obscurité (figure 23B). Alors que dans le
premier cas (en présence de lumiére) une concentration de 25 mM de Na,SO, suffit pour
induire une inhibition d’environ 50% de I’EEP et d’Ao, normalisée une concentration de 100
mM est nécessaire dans le second (2 1’obscurité). Ce point indique donc une sensibilité
différente selon que le polluant agit en présence de lumiere ou a 1’obscurité. Dans les deux

cas, 'importance de 1’inhibition dépend de la concentration d’ions sulfite.

La comparaison de la figure 23A et B permet également de remarquer que I’EEP et la
composante d’oxygeéne normalisée manifestent une sensibilité comparable en fonction de la
concentration en présence de lumiere (figure 23A). Par contre, la composante d’oxygene
normalisée présente une plus grande résistance que I’EEP lorsque le traitement a lieu en

absence de lumiere (figure 23B).

Afin de vérifier I'implication possible du PS II, dans I’inhibition observée en présence

d’ions sulfite, nous avons enregistré les cinétiques d’induction de fluorescence pour des disques
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Figure 23. Effet de la concentration en sulfite de sodium (Na,SO;) sur ’EEP
et l’AO2 normalisée des disques de feuilles de pois

A) en présence de lumigre (80 W-m?2); B) 2 I’obscurité

O composante d’oxygene normalisée; O emmagasinage d’énergie photosynthétique.

Les valeurs sont exprimées en pourcentage des contréles. I, = 10 W-m?2,
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contr6les ou suite 2 un traitement en présence de 20 mM de sulfite de sodium (figure 24A et
B). Ces courbes ont été utilisées pour calculer les Ry, (réduction du niveau de fluorescence/
niveau stationnaire de fluorescence; voir discussion). La valeur des Ry ne varie pas de fagon
significative suite au traitement a 1’obscurité (figure 24B, encart). Cependant, elle diminue de

fagon significative (= 32%) suite au traitement en présence de lumicre (figure 24 A, encart).

Nous avons également calculé les rapports de la fluorescence variable (F,) sur la
fluorescence maximale (F,) afin d’obtenir des informations supplémentaires sur le fonctionne-
ment du PS II (tableau 16). Un traitement en présence de 20 ou 100 mM de sulfite de sodium
n’affecte pas de fagon significative ce rapport lorsque le traitement est effectué a 1’obscurité.
Par contre, 20 mM de sulfite de sodium, en présence de lumiére, suffisent pour réduire de 12%

de F./F, indiquant un dommage possible au niveau du PS II.

Devant les différences observées, selon que le traitement a lieu en présence ou en absence
de lumigre, nous avons repris le traitement avec 20 mM de sulfite de sodium en présence de
diverses intensités lumineuses. Les résultats sont résumés au tableau 17. Une inhibition
comparable, d’environ 35%, d’EEP et d’ Ao, normalisée s’observe a faible intensité lumineuse
(1 W-m™). Sous une intensité de 80 W-m™, I’EEP présente une inhibition de 50% alors que

la composante d’oxygeéne normalisée est réduite de 65%.

E) Détermination de ’ouverture des stomates

Malheureusement, ni 1’acétate de cellulose, ni le silicone nous ont permis de déterminer
I’ouverture des stomates des feuilles d’érable a sucre. Ces deux substances donnent

d’excellentes empreintes de 1a surface foliaire. L’absence de solvent pouvant affecter la
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Figure 24. Courbes d’induction de fluorescence des disques de feuilles de pois:
effet d’un traitement avec 20 mM de sulfite de sodium (Na,SO,)

A) en présence de lumiere (80 W-m™); B) 2 ’obscurité
Traitement: incubation en présence de 20 mM de Na,SO;. Agiciaion: 440 Nim;
Aemission: 680 nm. Ry: moyenne de 5 mesures + écart-type.
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Tableau 16
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Effet du sulfite de sodium (Na,SO,) sur le ratio de la fluorescence variable sur la fluo-
rescence maximale (F,/F,) des disques de feuilles de pois

Traitement FJ/F
Contréle 0.75 £ 0.02
20 mM Na,SO, en présence de lumiére 0.63 £ 0.04
20 mM Na,SO; a I’obscurité 0.73 £ 0.01
100 mM Na,SO, a I’obscurité 0.76 + 0.02

Moyenne de 4 mesures * écart-type.

physiologie des stomates fait du silicone un matériau de choix. Cependant, son opacité en rend

I’observation au microscope impossible. Dans le cas de 1'érable 2 sucre, la petitesse des

stomates rend nécessaire 1’examen des empreintes au microscope de sorte qu’il faut produire

une image positive translucide (en nitrate de cellulose) des moulages en silicone.

La

morphologie des cellules de garde des feuilles chez cette espéce ne permet pas d’obtenir des

moulages permettant d’évaluer les dimensions de 1’ostiole. L’effet dans conditions environne-

mentales prévalant dans la chambre de fumigation sur 1’ouverture des stomates des feuilles

d’érable a sucre demeure donc indéterminé.
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Tableau 17
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Effet du sulfite de sodium (Na,SO,) sur PEEP et sur 1’4o, normalisée des disques de

feuilles de pois: influence de ’intensité lumineuse

Traitement EEP Ao/An
50 mM Na,SO, a I’obscurité 68 £ 16 75 £ 16
20 mM Na,SO, en présence de lumiere (1 W-m?) 64 + 22 65 = 10
20 mM Na,SO, en présence de lumigre (80 W-m™) 5012 35t 16

Moyenne de 5 mesures + écart-type. Valeurs exprimées en pourcentage des contréles.
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DISCUSSION

A) Effets de I’0zone

1) A court terme

Lors des fumigations 2 court terme, les semis et les sauvageons ont manifesté une
grande résistance a 1’ozone. En effet, nous avons mesuré une inhibition significative de I’'EEP
(tableaux 8 et 9) qu’a des concentrations (1000, 2000 et 3000 ppb pour les semis et 3000 ppb
pour les sauvageons) nettement supérieures A celles qui s’observent dans la nature. Nos
résultats laissent croire en un effet marqué au niveau du complexe de dégagement d’oxygene,
qui impliquerait une réduction de la composante d’O, avec, comme effet secondaire, une
réduction du transport linéaire d’électron, expliquant la baisse d’EEP. L’amplitude de la
composante thermique maximale est en général de 5 a 10 fois plus grande que celle de la
composante d’oxygeéne. L’importance de 1’amplitude du signal sur le rapport S/B pourrait
expliquer I'existence d’une réduction significative de I’EEP et 1’absence d’effet significatif
pour la composante d’oxygeéne chez les semis exposés a 1000, 2000 ou 3000 ppb d’ozone

(tableau 8). La variabilité de nos mesures ne nous permet pas d’élaborer sur ce point.

I1 est reconnu que les phases de reproduction et les stades juvéniles sont potentielle-
ment plus sensibles A 1’ozone que d’autres phases de développement ou de croissance (Likens,

1976; Cowling, 1978; Blum & Heck, 1980; Lee & Weber, 1980; Cowling & Linthurst, 1981;
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Tenga et al., 1990). Il importe de faire la distinction entre stade juvénile (semis) et feuilles
immatures. Les semis de moins d’un an que nous avons utilisés constituent un bon exemple
de stade juvénile. Néanmoins, les feuilles sélectionnées pour nos mesures avaient toujours

atteint leur plein développement, et de ce fait, ne pouvaient étre considérées immatures.

Lors d’une étude, sur la résistance a 1’ozone des sauvageons (2-5 ans) de plusieurs
especes ligneuses, Wood (1970) n’a pas observé de nécrose foliaire chez 1’érable a sucre. Les
durées ainsi que les concentrations utilis€es par cet auteur se comparent aux nétres, cependant
I’exposition a 1’0ozone avait lieu alors que les feuilles étaient encore immatures. Nos résultats
et ceux de Wood (1970) démontrent la résistance des sauvageons d’érable a sucre suite 2 une

fumigation aigué.

Les valeurs absolues des paramétres mesurés présentaient une grande variabilité
(coefficient de variation atteignant 58% pour la composante d’oxygéne d’un groupe contrble
de semis, et 80% pour celle d’un groupe soumis 8 50 ppb d’ozone) capable de masquer un effet
significatif de 1’ozone. Notre situation ne semble pas unique puisque Barnes (1972) a observé
une variabilité avant traitement, au niveau de I’activité photosynthétique et de la respiration

pour des greffons de pins blancs (Pinus strobus L.) résistants et sensibles a 1’ozone.

L’effet du traitement présentait, lui aussi, une variabilit¢ importante (jamais
inférieure 2 10% et pouvant atteindre 82%). A ce sujet, Hibben (1969) a rapporté une grande
différence dans la réponse de 1’érable a sucre a 1’ozone. Les coefficients de variation des
dommages foliaires ("injury index") qu’il a obtenu se situent entre 0 et 80% avec une valeur
moyenne de 43%. Reich et al. (1986) ont également obtenu une grande variabilité au niveau
de la fixation photosynthétique du CO, d’érables a sucre fumigés a 1’ozone. Il semble donc

y avoir une grande amplitude naturelle dans la réponse de cette espéce a 1’0zone, ce qui
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pourrait expliquer les différences que nous avons observées dans la réponse des semis au
traitement. I faudra néanmoins faire la distinction entre la résistance réelle de 1’érable 2 sucre

et les limitations de la technique a pouvoir déterminer celle-ci.

Nos résultats relatifs aux effets de 1’ozone sur les sauvageons d’érable a sucre
différent de ceux obtenus par Hibben (1969) avec 1a méme espece (tableau 18). En se basant
exclusivement sur des observations visuelles' pour déterminer la toxicité de 1’ozone, il a établi
le seuil de sensibilit¢ des sauvageons d’érable A sucre entre 200 et 300 ppb pour une
fumigation de 2 h. Les concentrations inférieures & 200 ppb n’auraient produit aucun dommage
visible aux feuilles. Concernant les doses seuils obtenues par Hibben (1969), deux points
importants doivent €tre soulevés. Premi¢rement, celles-ci concernent une quantification
grossieére des dommages foliaires évalués jusqu’a 2 semaines apres le traitement. Cette attente
de plusieurs jours, proscrite dans notre cas, ainsi que la variabilit€ des parametres PA et de
I’effet observé, expliquent probablement pourquoi cet auteur a obtenu un seuil de sensibilité
a I’ozone plus bas que le nétre. Deuxiemement, il faut étre prudent en comparant les résultats
d’observations visuelles et les valeurs des paramétres PA que nous avons obtenus. Les
paramétres PA devraient, en théorie, permettre de détecter un effet du traitement avant

I’apparition de modifications morphologiques visibles.

Mé&me si le seuil que nous avons déterminé diffeére considérablement de celui trouvé
par Hibben (1969), la résistance de 1’érable 2 sucre a 1’0zone constitue un point sur lequel nous
nous entendons. Cet auteur souléve a ce sujet que la valeur d’environ 200 ppb qu’il a obtenu

se situe au-dessus du seuil de sensibilité aux polluants oxydants de plusieurs autres especes

1 En plus des observations 2 la loupe stéréoscopique, 1'auteur s’est basé sur les résultats de divers tests histologiques
(détection des lipides au Soudan IV, des substances pectiques au rouge de ruthénium, au IKI-H,SO, pour la cellulose,
au phloroglucinol-HCI pour la lignine et au IKI pour I’'amidon) effectués sur des coupes transversales prélevées sur du
matériel frais afin d’évaluer les effets du traitement.



Tableau 18

Effet de I’ozone sur I’érable a sucre: induction de dommages foliaires

TRAITEMENT

MATERIEL UTILISE ET
CONDITIONS EXPERIMENTALES

OBSERVATIONS!

durée: 1,2 0u 3 h
concentrations: 50 - 100 - 150 - 200 - 300 - 400 - 500 -
600 - 700 - 800 ou 900 ppb

durée: 2 h-j"! pendant 14 j [28 h total]
concentrations: 100 - 200 - 500 ou 900 ppb

durée: 12 h-j" pendant 5 j [60 h total]

5 2 7 sauvageons par expérience

ige non spécifié

fumigation au laboratoire

T =27-32°C, HR =70 - 80%

30 min d’acclimatation

mélange de lampes fluorescentes et incan-

seuil de sensibilité établi entre 200 et

300 ppb pour une fumigation de 2 h

1.2 - 1.2 - 2.1 et 2.0 respectivement

concentration: 600 ppb

fumigation au champ

concentration: 200 ppb descentes (entre 50 et 90 W-m?) 1.6
= 1 renouvellement d’air-min™
durée: 4 h-j! pendant 40 j [160 h total]
; 1.0
concentration: 50 ppb
durée: 6 h 15 sauvageons d’ombre de 4 2 6 ans 1.0

durée: 3 h
concentration: 300 ou 600 ppb

12 arbres (3 2 23 cm dhp)

36 branches pour 0.30 ppm

18 branches pour 0.60 ppm

T =15-40°C, HR =45 - 98%

1.3 (entre 1.1 et 2.2)
1.9 (entre 1.0 et 3.3) respectivement

(D’aprés Hibben, 1969)

1 Echelle de 1 2 6 assignée aux feuilles, ol 1 indique ’absence de symptéme et 6 représente 80 2 100% du limbe foliaire nécrosé.
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(Hibben, 1969). La résistance a 1’ozone de 1’érable 2 sucre que nous avons observée semble
donc réelle. - D’ailleurs, la sensibilité des arbres 3 ce polluant serait inférieure 2 celles des

plantes herbacées (Darrall, 1989).

11 convient de discuter des effets possibles de 1’intensité lumineuse utilisée lors de
la fumigation des plantes au laboratoire. Une variation de I’intensité lumineuse (d’environ 100
a 300 pmol-s-m?) lors d’une exposition des semis 3 1 ppm d’ozone a permis de déceler une
différence significative dans la réponse de ces plantes. Ainsi, I’inhibition de 1’EEP, observée
suite A la fumigation sous une intensité lumineuse de 85 pmol-s*-m?, diminue au point de ne
plus étre significative lorsque la fumigation 2 lieu 2 une intensité lumineuse de 215 pmol-s™-m™
(tableau 12). Dans ce cas, I’augmentation de 1’intensité lumineuse aurait un effet protecteur.
Nos résultats ne nous permettent pas de déterminer si cet effet de 1a lumiére est le résultat de
la fermeture des stomates, d’une plus grande efficacité des mécanismes de réparation ou d’une

combinaison des deux.

Carlson (1979) a observé une différence au niveau de I’effet du SO, en fonction de
I’intensité lumineuse chez 1’érable a sucre. Il a obtenu une inhibition de 1’activité photosynthé-
tique plus grande aux "faibles" intensités lumineuses (entre = 660 et 1340 pmol-m™-s™) qu’aux
intensités "moyennes" (entre = 1670 et 2000 pmol-s’-m?). L’effet inhibiteur augmentait 2
nouveau aux "fortes" intensités lumineuses (entre = 4350 et 5020 pmol-s'-m?). Il faut
cependant souligner que, pour des raisons techniques, les intensités lumineuses que nous avons

utilisées étaient nettement inférieures 2 celles rapportées par Carlson (1979).

Un phénoméne qu’il ne faut pas oublier de mentionner est la réversibilité possible
de I’inhibition de la photosynthese induite par le polluant. Une telle réversibilité a été

rapportée par différents auteurs (Bennett & Hill, 1973; Hillgren & Gezelius, 1982; Darrall,
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1986) lorsque 1I’inhibition causée par la fumigation n’excédait pas un certain seuil (environ
20%) et qu’il n’y avait pas de dommage visible. Ces auteurs ont observé une récupération de
’activité photosynthétique a son niveau initial environ 2 h apr¢s une fumigation au bioxyde
de soufre. Dans certains cas, une augmentation de la photosynthése a méme été observée

(Muller et al., 1979).

Puisque les mesures que nous avons effectuées sur les semis débutaient moins de 15
min aprés la fin de la fumigation (ozone ou bioxyde de soufre), il nous apparait peu probable
que le phénomene de récupération dont nous venons de discuter ait pu intervenir sur nos
résultats. De plus, si 1’on supposait 1’intervention de mécanismes de réparation a 1’échelle de
temps correspondant a la durée de nos mesures (8 h au maximum), nous aurions observé une
réduction de 1’effet inhibiteur au cours de cette période de temps. Une analyse attentive de nos
données ne nous permet pas de dégager une telle tendance. Les inhibitions mesurées varient

de fagon aléatoire et ne nous permettent pas de croire dans la manifestation d’une récupération.

Les mesures que nous avons effectuées de 0 a2 96 h apreés une exposition a 1000 ppb
d’ozone semblent indiquer la récupération de I'EEP et de la composante d’oxygene (tableau
10). Cependant, les différences, parfois importantes, observées ne sont jamais significatives
(sauf pour la composante d’oxygeéne normalisée). Une réduction du contenu en eau de la
feuille, suite au traitement, pourrait expliquer 1’augmentation de la composante d’oxygéne
observée lors de cette expérience. En effet, Malkin et al. (1992) ont démontré la sensibilité
de la composante d’oxygeéne, par rapport au contenuren eau des espaces intercellulaires des
disques de feuille d’érable a sucre. La composante thermique y serait nettement moins
sensible. Cependant, nous verrons a l’annexe III qu’il n’existe pas de relation entre les
paramétres PA et le contenu en eau des disques de feuille. Nous n’avons pas vérifié 1’effet du

traitement sur le contenu en eau des feuilles.
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2) A long terme

a) Chambres d’exclusion

En ce qui conceme les sauvageons conservés dans les chambres d’exclusion,
la variation des résultats obtenus au cours de la saison de mesure ne nous permet pas de
conclure en une réduction significative pour I’ensemble des parametres PA mesurés en dépit
de la période prolongée d’exposition (tableau 13). Cette affirmation tient 2 la fois pour les
plantes exposées a la concentration ambiante d’ozone ou trois fois celle-ci et cela pour la durée

entiére du traitement.

Jensen (1973) a rapporté une réduction significative de la croissance de semis
d’érable 2 sucre d’un an exposés a 300 ppb d’ozone pendant 5 mois (8h-j", 5j-sem™). Selon
cet auteur, si la croissance était utilisée pour déterminer la sensibilité a 1’ozone, 1’érable a sucre
serait classé parmi les espéces sensibles. Ceci differe de nos résultats et de ceux de Wood &
Davis (1969) qui nous permettent de classer cette espéce comme tolérante. De plus, Noble et
al. (1992) n’ont obtenu aucune réduction significative de la croissance et de la fixation
photosynthétique du CO, chez des semis d’érable & sucre soumis pendant 85 jours a 150 ppb

d’ozone.

Reich & Amundson (1985) ont rapporté qu’une exposition intermittente a
I’0zone pendant 7 semaines (7h-j!, 5j-sem™; 30, 60, 90 ou 120 ppb) combinée a un arrosage
aux pluies acides artificielles (pH 5.6, 4.0 ou 3.0) n’a eu aucun effet significatif sur la
conductance stomatique de 1’érable a sucre. Cependant, ils ont observé une réduction de 25%

de I’assimilation photosynthétique du CO,, ce qui diffeére, encore une fois, de nos résultats.
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De plus, Reich et al. (1986) ont rapporté une réduction de 30% dans la fixation
photosynthétique du CO, d’érables 2 sucre exposés 2 120 ppb d’ozone (7 h-j!, 5 j-sem™ pour
10 sem), concentration pour laquelle nous n’avons observé aucune réduction significative des
parametres PA. Nous devons souligner que la durée de leurs fumigations diffeére de la n6tre

et que leurs plantules étaient d’4ge intermédiaire (2 ans).

b) Arbres matures

Les faibles variations de I’EEP des feuilles d’arbres présentant un niveau nul
(0%), intermédiaire (40%) ou avancé (70%) de dépérissement que nous avons mesurées
indiquent que ni ce parametre ni la spectrocopie photoacoustique n’est adapté pour discriminer

entre des arbres présentant des niveaux différents de dépérissement.

L’interprétation du comportement de 1a composante d’oxygéne varie selon que
I’on examine ce parametre seul ou normalisé. Ainsi, la composante d’oxygeéne des feuilles de
I’arbre classé intermédiaire est supérieure a celle des feuilles de 1’arbre sain. Cette différence
disparaft lorsque 1’on compare la composante d’oxygeéne normalisée. Dans le cas des feuilles
provenant de 1’arbre dépéri & 70%, 1a composante d’oxygene ne différe pas de celle des feuilles

saines alors que la composante d’oxygeéne normalisée présente une réduction mesurable.

Puisque le dépérissement s’accompagne d’un éclaircissement de la couronne
de I’arbre, il serait intéressant de faire intervenir 1’effet de la lumiére sur I’activité photosyn-
thétique mesurée en SPA (EEP et Ao,). Dans ce cas, [’augmentation de I’intensité lumineuse
devrait se manifester sur les feuilles provenant de 1’arbre 3 dépérissement "intermédiaire” et

de I’arbre "avancé".
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Nos résultats ne nous permettent pas de conclure que tel est le cas. Il demeure
difficile d*expliquer pourquoi I’EEP n’est pas affecté alors que le dégagement d’oxygene
augmente chez 1’arbre dépéri 2 40%. Nous sommes également incapables d’expliquer pourquoi
I’arbre dépéri 2 70% ne se comporte pas d’une fagon comparable a 1’arbre dépéri a 40%. Cette
ambiguité tient possiblement du fait que, dans le cas d’arbres en milieu naturel, certaines
manifestations du dépérissement sont plus complexes qu’on le suppose a priori. Le nombre
de mesures que nous avons effectuées sur des arbres matures en milieu naturel est limité. :De
plus, le protocole d’échantillonnage confond la contribution du génotype avec celle du
dépérissement. Ceci limite donc notre discussion sur l'influence du dépérissement, tel

qu’évalué par I’observation visuelle, sur ’activité photosynthétique des feuilles.

B) Effets du bioxyde de soufre et de I’ion sulfite

Nous venons de voir que I’érable a sucre démontre une grande résistance photosynthétique

vis-a-vis de ’ozone. 11 s’avére que cette résistance tient également pour le bioxyde de soufre.

1) Le bioxyde de soufre

Les résultats que nous avons obtenus indiquent un effet différentiel du bioxyde de
soufre, en fonction de la concentration, sur I’activité photosynthétique (EEP et Ao, normalisée)
des feuilles d’érable 2 sucre. La dépendance de 1’effet observé vis-a-vis de la concentration
s’est avérée plus stable que dans le cas de 1’ozone. Ce qui distingue particuli¢rement le SO,

de 'O, est 1’effet stimulateur, significatif dans le cas des sauvageons, observé 2 faible
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concentration (50 ppb pour les sauvageons). Signalons que le dégagement d’oxygeéne normalisé

présente une variation (stimulation ou inhibition) supérieure a2 I’EEP (tableau 15).

L’ion sulfite, un produit de réaction du SO, et de 1’eau, stimulerait le transport
photosynthétique d’électrons de méme que le taux de fixation du CO, de chloroplastes isolés,
lorsque présent en faible concentration (Libera et al., 1973; Ziegler & Libera, 1975). Ghisi et
al. (1990) ont démontré la dépendance du dégagement d’oxygene, chez les chloroplastes isolés
d’épinard, en fonction de la concentration en sulfite, lors de 1a réduction de cet ion. Il semble
donc probable qu’un tel mécanisme, impliquant la transformation des ions sulfite, soit

responsable de I’augmentation du dégagement d’oxygéne que nous rapportons.

Plus pres des expériences que nous avons effectuées, divers auteurs ont observé une
stimulation du taux de fixation de CO,, mesuré chez des feuilles entieres, suite a une
fumigation avec de faibles concentrations de SO, (Takemoto & Noble, 1982; Katainen et al.,
1987). Cet effet serait attibuable 4 une augmentation de la conductance stomatique (Takemoto
& Noble, 1982) et a une stimulation de 1’activité des enzymes chloroplastiques activés par la

lumiere (Katainen et al., 1987).

L’accroissement du dégagement d’oxygeéne et de I’EEP que nous avons observé
indiquerait une augmentation du transport d’électrons vers le NADP. En retour, cette hausse
de 1a concentration de NADPH serait en mesure de permettre une fixation plus importante du
CO,, telle qu’observée chez certaines plantes exposées a de faibles concentrations de SO,

(Sekija et al., 1982; Rennenberg et al., 1990).

Mentionnons également que 1’augmentation du transport d’électrons, observée chez

les sauvageons fumigés avec 50 ppb de SO,, est en mesure d’accroitre le taux de réduction des
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ions sulfite en H,S dans les chloroplastes, gaz qui sera par la suite émis dans 1’atmosphere par
la feuille (Wilson et al., 1978; Sekija et al., 1982; Rennenberg et al., 1990). Cette réaction est
d’ailleurs considérée comme un mécanisme de détoxification qui pourrait expliquer la différen-
ce de phytotoxicité du SO, observée entre les especes (Sekija er al., 1982; Rennenberg et al.,

1990).

En ce qui concemne le dégagement d’oxygene, il demeure difficile de séparer la
contribution des divers mécanismes consommateurs d’O,, rapportés par Charland er al. (1992)
pour 1'érable 2 sucre, des effets réels du SO,. Ainsi, une augmentation de la respiration ou de
la photorespiration serait en mesure de réduire le dégagement d’oxygéne mesuré en SPA au
méme titre qu’une réduction de 1’activité de la chaine de transport d’électrons et plus

particulierement du PS II.

La réduction de I’EEP ainsi que du dégagement d’oxygene, obtenue suite aux
fumigations en présence de SO, en concentration élevée, traduit une inhibition au niveau de
la chafne de transport d’électron (Silvius et al., 1975; Wellbum, 1985; Alscher et al., 1987b).
Plusieurs sites au niveau de cette chaine, dont le syst¢me d’oxydation de 1’eau (Shimazaki &
Sugahara, 1979; Shimazaki er al., 1984a), le PS II (Silvius et al., 1975; Shimazaki & Sugahara,
1979; Cerovi€ et al., 1982; Shimazaki et al., 1984a, b; Wellburn, 1985; Alscher et al., 1987b;
Schmidt et al./, 1988) ou un site au-deld du PS II (Adams et al., 1989), seraient sensibles 2
divers degrés 2 1a présence du bioxyde de soufre. Cependant, dans une étude récente, Adams

et al. (1989) ont éliminé le PS II comme site primaire d’attaque par le SO,.

En ce qui concerne 1’absence de dommage visuel observable suite aux fumigations,
signalons que Covello er al. (1989) ont démontré que I’inhibition de la chaine de transport

d’électron précédait la peroxydation, en présence de lumiere, des lipides membranaires. Il
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semble donc exister une séparation temporelle entre 1’inhibition de 1’activité photosynthétique

et I’apparition de dommages visibles comme en témoignent nos résultats.

Suite 2 une fumigation, des anions et/ou des radicaux libres, produits lors de
1’oxydation du SO, en sulfate, peuvent intervenir de fagcon prépondérante dans la manifestation
de la phytotoxicité du bioxyde de soufre. De plus, il apparait fort probable que 1’acidification
importante du stroma ainsi que 1’accumulation d’H,0, peuvent conduire a 1’inactivation de
plusieurs enzymes clés impliqués dans la fixation du CO, (Alscher er al., 1987b; Pfanz et al.,
1987a). 11 demeure concevable que cette inhibition puisse entrainer une réduction de

I’emmagasinage d’énergie et du dégagement photosynthétique d’oxygene.

La résistance des semis et des sauvageons d’érable a sucre au SO, se compare 2 celle
démontrée pour I’'ozone. Seules des concentrations élevées, entre 1000 et 2000 ppb, ont causé

une réduction significative de certains paramétres PA.

L’0, et le SO, impliquent des espéces réactives dont I'étude comporte un grand
intérét pour la compréhension des mécanismes d’action de ces polluants. Puisque 1’action du
SO, implique 1’ion sulfite, nous avons étudié 1’effet de ce dernier sur une plante sensible, le
pois. Deux objectifs sous-tendaient cette étude: 1- élucider le mode d’action de 1’ion sulfite;

2- vérifier le potentiel de la SPA dans I’étude des mécanismes d’action d’un polluant.

2) L’ion sulfite

Les résultats obtenus avec 1’érable a sucre ne nous permettent pas d’étudier le ou

les mécanismes d’action des ces deux polluants gazeux. Cette situation limitait notre
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évaluation du potentiel de la spectroscopie photoacoustique appliquée a1’écophysiologie. Pour
cette raisonm, mais également afin de mieux comprendre le mode d’action du SO,, nous
discuterons de les effets du sulfite de sodium sur I’activité photosynthétique des feuilles de

pois.

L’effet inhibiteur de 1’ion sulfite se manifeste sur 1’emmagasinage d’énergie photo-
synthétique et sur la composante d’oxygeéne normalisée (figure 23A) et I'importance de
I’inhibition augmente en fonction de la concentration. De plus, nos résultats indiquent que
I’effet est nettement plus important lorsque le traitement a lieu en présence de lumiére (figure

23A) qu’a I’obscurité (figure 23B).

Il convient de rappeler que I’EEP nous informe sur le transport linéaire et cyclique
d’électrons. Pour sa part, la composante normalisée d’oxygéne ne tient compte que du

transport linéaire d’électrons, en 1’absence de donneurs et d’accepteurs exogenes d’électrons.

La figure 23B nous permet de constater, qu’a I’obscurité, la composante d’oxygene
normalisée est moins affectée que 1I’EEP par le traitement au sulfite de sodium. En fait, la
réduction marginale d’Ao, normalisée suggere que 1’activité du PS II n’est pas affectée de
facon appréciable par la présence d’ions sulfites en absence de lumiére. Nos résultats
confirment des observations rapportées antérieurement pour des protoplastes isolés a partir de
disques de feuilles incubés a 1’obscurité en présence d’ions sulfites (Shimazaki et al., 1984a;
Miszalski & Ziegler, 1989). Adams et al. (1989) on£ d’ailleurs éliminé le PS II comme site

premier d’inhibition pour les feuilles fumigées au SO, dans ces conditions.

Des mesures effectuées en spectroscopie par fluorescence (figure 24A et B)

confirment la résistance du PS II 2 un traitement au sulfite de sodium 2 1’obscurité
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(Veeranjaneyulu et al., 1992). Le rapport de la réduction du niveau de fluorescence
("fluorescence decrease” ou f;) sur le niveau stationnaire de fluorescence ("steady state
fluorescence"” ou f), Ry = f/f,, également appelé indice de vitalité, serait un indicateur de
I’activité photosynthétique de la feuille (Lichtenthaler et al., 1986). Comme indiqué dans
I’encart de la figure 24A et B, les valeurs du R, diminuent chez les feuilles traitées au Na,SO,
en présence de lumiere. Cet indice demeure cependant constant pour les feuilles traitées 2

1’obscurité.

La composante lente de la fluorescence émise par le PS II est influencée par le flot
d’électrons du c6té réducteur de ce demier. Ainsi, I’émission de fluorescence décroit lorsque
I'activité photosynthétique augmente (voir figure 11). Afin de mieux comprendre le
fonctionnement du PS II en présence d’ions sulfites, nous avons présenté, au tableau 16, les
valeurs du rapport de la fluorescence variable (F,) sur la fluorescence maximale (F,,) pour les

spécimens contréles ou ayant subis divers traitements en présence de lumigre ou & 1’obscurité.

Ce tableau démontre que les valeurs de F,/F_, un indicateur de 1’efficacité du PS II,
ne sont pas affectées par le traitement au sulfite de sodium a 1’obscurité pour une concentration
de 20 ou 100 mM. Ainsi, un traitement d’une heure 3 1’obscurité en présence de 100 mM de
Na,SO,, n’a pas d’effet sur I’activité du PS II (tableau 16) alors que I’EEP et la composante
d’oxygene normalisée présentent une réduction d’environ 50% (figure 23). De plus, les valeurs
du R, obtenues suite au méme traitement, ne représentent plus que 70% de celles des
contrdles, en accord avec les mesures PA. Ces résulta;ts suggérent que le traitement au sulfite
de sodium 2 I’obscurité inhiberait 1a photosyntheése a un site au dela du PS II. Cependant, la
diminution des valeurs de F /F,, observée suite au traitement en présence de lumidre, indique

des dommages possibles au PS II lui-méme dans ce cas.
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La réduction importante de I'EEP suggere que soit la photophosphorylation, soit le
transport cyclique d’électron autour du PS I ou les deux mécanismes sont affectés par le
traitement au sulfite & I’obscurité. Divers anions contenant du soufre découpleraient la
photophosphorylation (Hall & Telfer, 1969; Alscher et al., 1987b). Un tel découplage affecte
la synthése d’ATP (Silvius et al., 1975)(voir figure 5) et, de ce fait, est susceptible de réduire
I’EEP. Indirectement, cette baisse de la production d’ATP peut se refléter sur la composante
d’oxygeéne normalisée via une inhibition de la fixation photosynthétique du CO,. L’effet
inhibiteur de I’ion sulfite sur le cycle de Calvin a d’ailleur été rapporté par Ziegler et al.
(1976) et par Marques & Anderson (1986). L’interdépendance du transport d’électron et de

la fixation du CO, peut entrainer une réduction de I’EEP dans un tel cas.

Dans de telles conditions, nous pouvons également nous attendre a une réduction
d’Ao, normalisée. Cependant, nos résultats n’indiquent qu’une baisse marginale de ce
parametre chez les feuilles traitées au sulfite a 1’obscurité. Ghisi er al. (1990) ont démontré
que le dégagement d’oxygeéne des chloroplastes intacts de feuilles d’épinard dépend de la
concentration en sulfite. Une dépendance similaire pourrait expliquer notre réduction
marginale de la composante d’oxygéne normalisée. Il ressort de nos observations que
I'inhibition importante de I’EEP des feuilles traitées au Na,SO, a 1’obscurité résulte de 1’action
des ions sulfites sur la photophosphorylation et sur le transport cyclique d’électron autour du

PS I

Les résultats dont nous venons de discuter nous ont conduit a vérifier 1’effet de 1’intensité
lumineuse sur le pouvoir inhibiteur de I’ion sulfite. Sous une intensité de 1 W-m™ (environ
5 pmol-s'-m? RAP), ’EEP et la composante d’oxygene normalisée présentent une réduction
comparables (environ 35%). Cette inhibition est moindre que celle observée sous une intensité

lumineuse de 80 W-m (environ 400 pmol-s*-m? RAP)(tableau 17).
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Bien que non significative, la différence d’inhibition entre I'EEP et Ao, normalisée
pour les disques traités en présence de lumigre (80 W-m™), conditions similaires 2 celles
prévalant lors des expériences antérieures, démontre bien le probléme que pose les variations
dans la réponse des diverses plantes (variation intra-spécifique). La réduction marquée d’Ao,
normalisée suite au traitement en présence de lumiere, suggere que 1’inhibition de 1’activité du
PS II implique certains processus dépendant de la lumiere. En présence de lumigre, les ions
sulfites sont oxydés en ions sulfates, réaction médiée par le transport photosynthétique
d’électrons. Durant ce processus, de I’oxygeéne est consommé et diverses especes réactives

dérivées de 1’oxygeéne sont produites (Asada, 1980).

Ces especes réactives peuvent inhiber 1’activité du PS II et réduire la valeur d’ Ao,
normalisée. La réduction importante de ce paramétre peut s’expliquer, en partie, par la
consommation d’oxygeéne consécutive 2 1’oxydation des sulfites en sulfates dans les
chloroplastes. D’ailleurs, 1a dépendance de la composante d’oxygeéne normalisée vis-a-vis des
divers processus consommateurs d’O, a déja été démontré (Beauregard & Popovic, 1987;

Havaux et al., 1987b; Charland et al., 1992).

Nos résultats indiquent que I’ion sulfite serait moins toxique 2 1’obscurité qu’en
présence de lumiere. Ceci contraste avec les observations d’une plus grande toxicité et
inhibition du dégagement photosynthétique d’oxygene chez les plantes fumigées au SO, 2
I’obscurité, comparativement a celles fumigées en présence de lumiére (Olszyk & Tingey,
1984; Adams et al., 1989). Dans ce cas, 1'accumulation d’ions sulfites et H" dans le stroma
a été retenue comme cause responsable des effets observés. Selons nos observations, il
apparait plus probable que I’inhibition supérieure rapportée chez les plantes fumigées au SO,
a I’obscurité, résulte d’une accumulation d’ions H* et de 1’acidification consécutive du stroma

(Pfanz et al., 1987b), plut6t que d’une accumulation d’ions sulfites.
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A ’obscurité, I’ion sulfite inhiberait la photéphosphorylation et le transport cyclique
d’€électron telle qu’indiqué par I’inhibition plus grande de I’EEP comparativement a celle d’ Ao,
normalisée. En présence de lumiere, en plus des ions sulfites, les especes réactives dérivées
de I'oxygeéne produites lors de 1’oxydation du sulfite en sulfate seraient responsables de

I’inhibition de la photosynthése.

C) Détermination de I’ouverture de stomates

Nous avons mentionné 1’inaptitude de la dose a exprimer la quantité réelle de polluant
percue par la plante. L’évaluation de la concentration interne de la feuille en polluant s’avere
techniquement hors de notre portée. Notre seul recours consistait A vérifier si les conditions
expérimentales, incluant la présence du polluant, induisaient 1a fermeture des stomates. En
dépit de la variété des techniques qui existent pour déterminer 1’ouverture des stomates, son
'éval’i}ati'onﬂ quantitative demeure plut6t difficile (Gloser, 1967). Il nous a été impossible

d’établir si les stomates étaient ouverts ou fermés avant ou pendant les fumigations.

Nous pouvons envisager que la morphologie particuliere des cellules de garde de 1’érable
a sucre constitue le paramétre responsable de notre échec. Nous présentons 2 la figure 25 une
photographie, prise au microscope électronique 2 balayage, de la surface inférieure d’une
feuille d’érable noir (Acer nigrum L.)(figure 25A), dqnt la morphologie foliaire se rapproche
considérablement de celle de 1’érable 2 sucre (figure 25B). Des projections cireuses dirigées
vers 1’ostiole sont évidentes sur les cellules de gardes. Elles s’observent également chez
I’érable 2 sucre (Krause, 1982), mais la structure de la cuticule en rend 1’observation difficile
(figure 25B). Ces projections peuvent faire obstacle 2 la pénétration du silicone et de 1’acétate

de cellulose et rendre inutilisable I’empreinte obtenue. Ce probléme, engendré par la présence
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Figure 25. Morphologie des cellules de garde chez deux espéces d’érable

A) Erable noir; B) Erable 2 sucre
(D’apres Krause, 1982)
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de projections, a d’ailleurs été soulevé par Gloser (1967) pour les feuilles de betterave.

Méme en utilisant la technique d’empreinte sur matrice d’acétate de cellulose, la
détermination de 1'état de fermeture des stomates serait moins facile pour 1’érable 2 sucre que
pour d’autres espeéces (Hibben, 1969). Cette situation tient probablement du fait que les
stomates y sont petits et présentent des occlusions cireuses (Davies & Kozlowski, 1974, 1975).
A ce sujet, Krause (1982) rapporte que la longueur de 1’axe longitudinale des stomates d’érable
A sucre serait de 7 pm alors que Lei & Lechowicz (1990) ont obtenu 8.9 £ 0.3 pym, ce qui
témoigne de leur petitesse. Chez 1'érable 3 sucre, 1’épiderme supérieure ne posséde pas de
stomate alors qu’on peut en dénombrer plus de 25 000 sur la face inférieure (Krause, 1982).

Lei & Lechowicz (1990) ont rapporé une densité de 329 + 57 stomates par mm®.

A notre incapacité A déterminer 1’ouverture des stomates, s’ajoute la confusion existant

dans littérature. Ainsi, pour I’O, et le SO,, I’'absence d’effets, 1’augmention et 1a réduction de

la conductivité stomatique ont été rapporté (tableaux 11 2 17 dans Darrall, 1989).

D) Importance des stomates

Le systéme de ventilation utilisé dans nos chambres d’exclusion est nettement plus
puissant que celui de notre chambre de fumigation. Weinstock et al. (1982) n’ont rapporté
aucune différence dans 1a résistance stomatique entre les plantes maintenues a I’intérieur d’une
chambre d’exclusion et celles maintenues & 1’extérieur. Nous pouvons donc prétendre que
I’ouverture des stomates, ou du moins la résistance stomatique, des plantes dans la chambre
de fumigation et les chambres d’exclusion, n’était pas~effectée par le courant d’air créé par les

ventilateurs. Cependant, il a ét€ démontré que les stomates de 1’érable a sucre se ferment plus
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vite sous un stress (faible intensité lumineuse, vent, humidité relative basse) que chez d’autres

ligneux comme le fréne d’Amérique (Davies & Kozlowsky, 1974; Davies et al., 1974).

Les turbulences de 1’air ne constituent pas le seul facteur responsable de la fermeture de
stomates. 11 semble donc justifi€ de s’interroger sur I’'importance d’autres facteurs tels que le
niveau hydrique du sol, I’humidité relative de 1’air (Lange et al., 1971; Aphalo & Jarvis, 1991),
I’intensité et 1a qualité de 1a lumiere (Davies & Kozlowski, 1975; Raschke, 1975; Hall et al.,
1976; Pereira & Kozlowski, 1977). Puisque nous avons vérifié le niveau d’humidité du sol
avant chaque fumigation, nous croyons peu probable que nos plantes aient subi un stress
hydrique important attribuable 4 un manque d’eau. Méme en supposant qu’elles aient subi un
stress hydrique modéré, Davies et Kozlowski (1975) ont rapporté que les stomates des feuilles

d’érable A sucre demeuraient ouverts dans de telles conditions.

En ce qui concerne I’environnement lumineux, nous avons utilisé dans la chambre de
fumigation une intensité comparable et une qualité similaire a celles prévalant dans la chambre
de croissance réduisant au minimum les risques de stress lumineux et de fermeture des stomates
dans le cas des semis. Pour ce qui est des sauvageons, 1a période d’au moins 30 minutes nous
apparait suffisante pour permettre 1’acclimatation aux nouvelles conditions d’éclairement.
Donc, en dépit de ’absence de preuve directe, nous pouvons croire que 1’environnement

lumineux dans la chambre de fumigation n’a pas affecté les stomates.

Pour tenter d’expliquer la résistance de 1’érable 2 sucre a 1’ozone, Hibben (1969) propose
que I’état de fermeture des stomates ferait partie des mécanismes possibles de protection. Chez
les plantes fumigées au laboratoire, les stomates étaient ouverts alors qu’ils n’étaient que
partiellement ouverts ou méme fermés lors des fumigations au champ. Il faut garder 2 1’esprit

la difficulté que pose une telle détermination. De plus, les différences dans les conditions
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environnementales prévalant au laboratoire et au champ, ne peuvent étre écartées comme
facteur responsable de la différence de sensibilité observée par Hibben (1969). Cet auteur ne

présente malheureusement ni d’analyse ni de discussion sur ce point.

Davies et al. (1974) de méme que Kozlowski et al. (1974) ont démontré que la résistance
stomatique par unité de surface foliaire de 1'érable a sucre, espece résistante a 1’ozone et au
bioxyde de soufre, était supérieure a celle du fréne d’ Amérique, espce sensible. La résistance

stomatique pourrait donc expliquer, en partie, la résistance de 1'érable a sucre.

Bosian (1968) a déterminé que 1’ouverture des stomates n’avait que peu d’importance sur
les échanges gazeux chez certaines espéces dont 1’érable de Norveége. Ceci nous permet de
spéculer qu’il pourrait en étre de méme pour 1’érable a sucre. En dépit de notre incapacité a
déterminer 1’état d’ouverture des stomates chez nos spécimens, il apparait vraisemblable que
leur mouvement n’aurait que peu d’effet sur les échanges gazeux entre la plante et son
environnement, ce qui inclus 1’absorption de 1’0zone et du bioxyde de soufre. Si tel est le cas,
la résistance de 1'érable a sucre tiendrait d’autres facteurs qu’une stratégie "d’évitement"
impliquant la fermeture des stomates. A ce sujet, la grande résistance a 1’0zone que nous
avons observée peut paraitre surprenante considérant le taux d’absorption rapporté par
Townsend (1974). Ceci indiquerait une grande résistance naturelle impliquant les constituants

membranaires ainsi que ’existence de mécanismes de détoxification efficaces.

E) Potentiel et limitations des chambres de croissance et d’exclusion

L’utilisation des plantes issues des chambres de croissance offre un avantage évident. Le

contréle sur certaines des conditions environnementales permet de limiter les variations
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morphologiques et/ou physiologiques inhérentes 2 la réponse de la plante. Cependant, les
plantes cultivées en environnement contr61¢ présentent habituellement un phénotype différent
de celui des plantes produites en nature (Raper & Downs, 1976). Ces différences réduit
1’utilisation des plantes issues des chambres de croissance A I’étude de processus biochimiques,
biophysiques ou physiologiques, limitation qui découle de 1’absence, en milieu contr6lé, de
I’effet cumulatif de facteurs abiotiques et biotiques et de leurs interactions (Raper & Downs,

1976).

Depuis la publication par Heagle er al. (1973) d’un modele particulier de chambre
d’exclusion ("open-top chamber") pour 1’étude au champ des polluants gazeux, le recours a ce
type d’installation est devenu chose commune. A titre d’exemple, mentionnons les études
récentes sur 1’ozone de Amunsdon et al. (1991), d’Eissenstat et al. (1991), de Kramer et al.
(1991), de Pleijel et al. (1991) puis de Saurer et al. (1991), et celles sur le bioxyde de soufre
de Fulford & Murray (1990), de Murray & Wilson (1991), de Weigel er al. (1990) puis de
Wilson & Murray (1990). Renaud e al. (1992) présentent une bonne revue du potentiel et des

limitations des chambres d’exclusion (ou chambre 2 ciel ouvert).

Le fait que les chambres d’exclusion permettent 1’action naturelle des précipitations
(Heagle et al., 1973), sans exclure la présence des insectes et des parasites fongiques et
bactériens (Mandl et al., 1973), a grandement contribué en faveur de leur utilisation. Ce point

a également justifié notre choix pour les études 2 long terme.

Les conditions environnementales qui prévalent a I’intérieur d’une chambre d’exclusion
se rapprochent des conditions naturelles (Heagle et al., 1973; Olszyk et al., 1980). Ainsi,
Weinstock et al. (1982) n’ont rapporté qu’une hausse légére de 1a température et du point de

rosée ainsi qu’une diminution minime de I’intensité lumineuse et de la vélocité du vent 2
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I'intérieur d’une telle chambre par rapport au champ. De plus, ces auteurs n’ont observé
aucune différence de résistance stomatique, de potentiel hydrique ou de température de la
feuille en relation avec la radiation incidente chez la vigne (Vitis vinifera L. cv. Concord) qui
soit attribuable a la chambre (Weinstock et al., 1982‘). Cependant, Heagle et al. (1988) ont
rapporté des modifications dans la vitesse du vent, le profil de lumiére et le gradient d’ozone

a I’'intérieur de telles chambres.

Cette similitude des conditions environnementales existant a 1’'intérieur des chambres
d’exclusion et celles prévalant au champ n’est donc pas absolue de sorte que des différences
dans la croissance des plantes peuvent étre observées. Au cours d’une saison de croissance,
ces variations semblent cependant se contrebalancer (Olszyk et al., 1980). Ces auteurs
soulignent que les différences observées au niveau du stress hydrique et de 1’intensité
lumineuse, a I’intérieur des chambres, pouvaient conduire 2 une mauvaise estimation de la
sensibilité des plantes aux polluants gazeux (Olszyk et al., 1980). 11 s’agit 1a d’un point qu’il
ne faut pas négliger. Heagle er al. (1988) croient que les variations microclimatiques dans les

chambres ne portent pas 4 conséquence sur les mesures des effets de 1’ozone sur le rendement.

L’incidence de "I’effet de chambre" sur I’estimation de la sensibilité de 1’érable a sucre
a I’ozone ne nous apparrait pas importante dans notre cas. D’une part, les paramétres PA
mesurés chez les plantes provenant des diverses chambres n’ont pas présenté de différence
significative, en dépit du traitement, ce qui écarte la possibilité d’une surévaluation de la
sensibilité 2 1’ozone. D’autre part, il en a été de méme lorsque 1’on compare les plantes
provenant des chambres contenant de 1’air ambiant et celles provenant du champ. 1l convient
de signaler que la grande variabilité obtenue dans les mesures PA, risque de masquer des effets

de faible amplitude et ainsi compliquer notre interprétation.
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Le probléme expérimental que constitue 1a détermination d’un contréle ou d’une référence
a €t€ soulevé par Legge er al. (1991). L’approche habituelle consiste 2 utiliser de 1’air filtré
au charbon activé dans des installations du type chambre d’exclusion. Cependant, cette fagon
de procéder comporte les inconveniénts suivants: variations des conditions environnementales
par rapport a celles prévalant au champ, absence de variation dans la concentration d’ozone
dont la valeur n’est pas nécessairement réaliste. En effet, méme dans les endroits trés peu
pollué, la concentration, dont la valeur atteint rarement celle obtenue avec les filtres au
charbon, présente une dynamique. Il en résulte une controverse sur 1’utilisation d’air filtré et
des chambres d’exclusion pour déterminer le comportement de plantes contrles lors des €tudes

sur I’ozone (Howell et al., 1979; Olszyk et al., 1980, 1989; Lefohn et al., 1989, 1990a).

Certaines mesures ont été effectuées sur des plantes maintenues dans des conditions aussi
proches que possible de celles rencontrées en nature, voir sur des arbres matures en milieu
forestier. Bien au-dela de nos propres résultats sur les effets de 1’ozone, il faut néanmoins tenir
compte du fait que les conditions sur le terrain peuvent €tre trés variables d’un site a 1’autre
et plus particulierement, elles peuvent différer de celles maintenues au laboratoire ou dans les
chambres d’exclusion. C’est donc avec prudence qu’il faut entrevoir 1’extrapolation des
résultats, obtenus au laboratoire, aux conditions prévalant sur le terrain comme 1’ont souligné

Weinstein & McCune (1970) puis Raynal et al. (1982a, b).

F) Potentiel et limitations de la spectroscopie photoacoustique

L’un de nos objectifs consistait a évaluer le potentiel et les limitations de la SPA. Ala
lueur de nos résultats, il s’avere nécessaire de faire la distinction entre les facteurs limitants

reliés a la technique et ceux reliés au matériel utilisé, & savoir des disques de feuilles.
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1) Imputables a la technique

a) Plantes contréles

Du point de vue pratique, 1’application de la SPA a I’étude de stress en milieu
naturel cause certains problémes. Parmi ceux-ci, notons 1’absence 2 1’heure actuelle, d’un
appareil véritablement portatif' disponible sur le marché, la lenteur relative de la méthode,
lenteur inhérente au probléme de préle¢vement des spécimens, ainsi que la grande variabilité des
parametres PA indépendamment des conditions expérimentales. Un probléme important auquel

fait face cette technique est la nécessité d’un contréle pour comparer chaque mesure.

La nécessité d’un contrfle limite 1’utilisation de la SPA a des fins de
diagnostics précoces puisque, par définition, il n’y a pas moyen de distinguer une plante
contr6le d’'une plante en voie de dépérissement. De fagon générale, le probléme de
I’identification d’une référence valable se pose pour la plupart des techniques d’évaluation du
dépérissement forestier (observation, visuelle, mesure de réflectance et de fluorescence,...).

Cette référence se doit d’étre stable dans le temps aussi bien que dans 1’espace.

L’activité photosynthétique présente une mauvaise stabilité temporelle. Non
seulement ce paramétre présente-t-il des variations au cours de la saison de croissance, ce qui
nécessite une réévaluation du contréle utilisé, mais de plus, des variations journaliéres peuvent
également €tre observées, ce qui nécessite la prise en considération de ce point particulier. Le
prélévement des échantillons ne peut se poursuivre jusqu’au moment de la chute des feuilles.

Lors de la sénescence automnale, de nombreux paramétres physiologiques et biochimiques

1 Mentionnons cependant qu'un spectrométre photoacoustique et de fluorescence portatif est en voie de développement
dans notre laboratoire (Bélanger, 1992).
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subissent des changements importants (Spencer & Titus, 1972 et références citées). La
photopériode et la thermopériode joueraient des r6les déterminants dans le déclenchement de
la sénescence des feuilles. La sénescence doit donc €tre considérée dans un éventuel protocole
de mesures sur le terrain. Les effets potentiels de l1a sénescence sur la physiologie de la plante,
renforcent le caractere relatif de la méthodologie photaacoustique. Ainsi, 1’évaluation des
parametres PA sur une plante contréle 2 une date déterminée n’assure pas nécessairement la

validité des mesures lors d’une comparaison avec un échantillon analysé a une date différente.

La stabilité spatiale refére 2 1’homogénéité des paramétres (activité
photosynthétique, surface foliaire,...) dans ’espace. Deux niveaux peuvent étre distingués: les
variations imputables aux différences environnementales entre deux sites, et celles attribuables
a la position du spécimen dans la couronne de I'arbre. L’identification de plantes contrbles
dans chacun des sites étudiés et un échantillonnage représentatif de la couronne entiére
devraient contourner ces problémes de variabilité. A cette difficulté de trouver un contréle

"absolu" vient s'ajouter 1'absence presque totale de régions témoins dépourvues de pollution.

Mentionnons que la SPA, telle que nous 1'avons pratiquée, doit étre considérée
comme une technique semi-destructive. En effet, bien que le disque de feuille puisse servir
pour d’autres mesures, comme le dosage des pigments, son utilisation se limite au moment

précis ou il est prélevé et pour les conditions particuliéres qui prévalent a cet instant.

b) Evaluation de la spectroscopie photoacoustique

En ce qui conceme la mesure de la photosynthése, la SPA se compare

avantageusement A une technique apparentée, la spectroscopie de déflection photothermique
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(effet mirage). Cette derniere ne permet pas la détection des échanges d’oxygene et demeure
plutdt restrictive en ce qui concerne le type de spécimen 2 analyser. En effet, la spectroscopie
de déflexion photothermique est confinée A 1’analyse de spécimens plats et glabres, conditions
a tout le moins limitatives (Havaux et al., 1991; Lorrain et al., 1990). De plus, les conditions
dans lesquelles se trouve le spécimen (immersion dans 1’eau), afin d’augmenter le rapport

signal/bruit, peuvent étre questionnées.

Alors que I’EEP ainsi que la composante d’oxygéne nous renseignent sur deux
aspects de I'activité photosynthétique de la feuille, 1a composante thermique maximale demeure
indépendante de celle-ci. Elle traduit plutdt les caractéristiques d’absorption lumineuse du
spécimen, de méme que ses caractéristiques de transfert thermique et, possiblement, mécanique
du signal. Puisque nous cherchions précisément 2 évaluer 1’activité photosynthétique, il
importe de s’assurer que les variations observées pour Ao, et I’EEP résultent d’une réduction

réelle de la photosynthése et non pas d’une variation de T™.

En dépit de 1'augmentation considérablement d’Ap= (51%) suite 2 une
exposition 2 3000 ppb d’ozone (semis), cette différence se révele non-significative. Ce point
souléve deux questions importantes: 1- cette situation est-elle attribuable au matériel, a la
technique ou a une combinaison des deux?; 2- L’absence d’effet significatif, en dépit d’une
augmentation de 51%, constitue-t-elle un handicap pour I’atteinte de certains de nos objectifs?.

Nous tenterons de répondre A ces questions dans les prochaines pages.

Un facteur important risque de nous échapper lors de 1’évaluation de 1’activité
photosynthétique, telle que mesurée en SPA. En effet, les mesures PA s’effectuent sur un
disque de feuille dont la surface totale n’est que de 2.54 cm?, dans le cas de notre cellule, et

de 0.64 cm?, dans le cas de la cellule MTEC (modeéle 200) utilisée avec le spectrophotometre
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portatif (Bélanger, 1992). Ces spécimens ne représentent souvent qu’une fraction de la surface
totale de la feuille analysée. En utilisant la surface moyenne de 44.0 + 0.5 cm?, obtenue par
Lei & Lechowicz (1990) pour des feuilles d’érables 2 sucre agés de 15 ans, la surface d’un de
nos disque n’en représente qu’environ 5%. Il y a donc matiére 2 s’interroger sur la
représentativité de ces disques. L’erreur potentielle dans 1’estimation de 1’activité photosynthé-

tique d’une plante sera d’autant plus grande que cette fraction est petite (voir annexe III).

Les différents types de l1ésions causées par les polluants gazeux induisent une
réduction plus ou moins importante de 1’activité photosynthétique. Il convient alors d’examiner
la répartition de ces 1ésions sur la feuille de facon 2 en évaluer ’influence sur la technique
d’échantillonnage. De fagon générale, les 1ésions induitent par 1’ozone apparaissent sur la
portion apicale des plus jeunes feuilles. Elles progressent sur la surface enti¢re ou vers la base
chez les feuilles plus vieilles (Ledbetter et al., 1959). De plus, il arrive que certaines portions
ne présentent aucun signe d’exposition a 1’ozone lorsqu’elles sont protégées par d’autres
feuilles (Hill er al., 1970). 11 en découle qu’un préleévement systématique dans une seule
portion de la feuille risque soit de surestimer, soit de sous-estimer les effets réels selon la
position échantillonnée. Par contre, nous avons mentionné qu’un prélevement aléatoire sur des
feuilles de grandes dimensions telles que 1’érable a sucre introduisait une certaine variabilité
dans les parametres PA. La petitesse des spécimens utilisés pour les mesures avec cette
technique semble donc un facteur limitatif important pour application dans le domaine de

I’écophysiologie.

I1 convient de souligner un autre probléme inhérent aux dimensions de
I’échantillon. Slack (1974) a démontré ’existence d’une grande variation dans la distribution
des stomates de quatres variétés de pommiers. La variabilité s’observe non seulement entre

les feuilles de diverses variétés mais également sur les feuilles d’une méme variété. Ainsi, une
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zone contenant peu de stomates devrait présenter moins de dommages qu’une autre qui en
contient davantage. Puisqu’aucune tendance dans la distribution des stomates n’a pu étre

démontrée, un prélévement aléatoire des échantillons semblerait convenable.

Dans cet ordre d’idées, une autre source importante d’erreur devra étre
considérée lors des études a long terme. Cette source réside dans la variation possible de la
surface foliaire totale de la plante (nombre de feuille x surface individuelle). Pour bien évaluer
I’activité photosynthétique de la plante entiere, il faudra tenir compte de ce facteur et I’inclure

dans un modele mathématique simple.

Ces inconvénients ne sont cependant pas le propre de la SPA. IlIs existent
également pour la spectroscopie de fluorescence et pour les mesures d’échanges gazeux par un
analyseur 4 infra-rouge. Dans le cas de nos études 2 court terme, il nous apparait peu probable
que les variations de la surface foliaire totale viennent influencer nos résultats. Cependant,
nous n’avons pas considéré ce paramétre lors de notre étude sur les effets a long terme de
I’ozone. Pour cette raison, nous ne sommes pas en mesure d’évaluer I’importance de la
variation de la surface foliaire des sauvageons et des arbres a différents niveaux de
dépérissement sur notre évaluation de 1’activit€ photosynthétique de la plante entiere. Le
probléeme risque d’€tre encore plus important si 1’étude se poursuit sur plus d’une saison et plus
particuliérement si le stress étudié induit des modifications (morphologiques ou physiologiques)

qui se répercutent sur la saison de croissance suivante (“carry-over effect”).

Charland et al. (1992) ont démontré la complexité de la composante
photobarique dans les feuilles et plus particulierement chez 1’érable a sucre. Cette complexité
résulte de la contribution possible de phénomenes consommateurs d’oxygeéne (respiration,

chlororespiration, photorespiration et réaction de Melher) au signal photoacoustique. La



CHAPITRE VII: DISCUSSION 174

composante photobarique, telle que mesurée lors de nos expériences, correspond 2 1a résultante
de toutes ces contributions. Les informations ainsi recueillies ne permettent donc pas de faire
la distinction entre une réduction de la production d’oxygéne et une augmentation des

processus consommateurs.

Puisque de nombreux stress sont susceptibles de provoquer une modification
de la production ou de la consommation d’oxygene, 1’inaptitude de la SPA a distinguer
facilement les deux mécanismes en limite 1’application ou du moins 1'interprétation des
résultats. 11 faut cependant noter qu’une telle limitation existe pour d’autres systémes de
mesure d’échanges d’oxygeéne sur les feuilles entieres, comme c’est le cas pour ceux

fonctionnant avec une électrode du type Clark.

Le dégagement d’oxygéne que nous avons mesuré corresponde a un état
stationnaire ol il y a équilibre entre les divers mécanismes de production et de consommation.
Il s’agit donc du dégagement net d’oxygeéne. L’exposition de nos disques de feuilles a la
lumi¢re d’un projecteur, avant la prise des mesures, expliquerait pourquoi nous n’avons pas

observé la cinétique de dégagement d’oxygeéne rapportée par Charland et al. (1992).

Parmi les nombreux facteurs envisageables pour expliquer la variabilité du
signal PA que nous avons observée, il nous apparait intéressant de faire quelques remarques
sur la fluorescence. Il semble qu’il faille réviser notre position qui consiste a négliger sa
contribution dans le bilan énergétique de la feuille lors des mesures PA. Une preuve indirecte
de I'importance de la fluorescence en tant que mécanisme de désexcitation et de sa
quantification possible en SPA provient des diverses études au cours desquelles cette technique

fut utilisée pour mesurer 1’atténuation de fluorescence (Vacek et al., 1979; Snel et al., 1990).
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En dépit de ce fait, 1a comparaison de résultats obtenus en SPA avec ceux
obtenus en spectroscopie de fluorescence ne devrait pas se faire sans considérer en détail le
point suivant. Le signal PA dans la feuille origine d’une portion variable du volume de celle-
ci, le volume contribuant au signal est d’autant plus important que la fréquence de modulation
est petite. Pour ce qui est du signal de fluorescence, ce dernier provient essentiellement de la
surface de la feuille analysée. Ceci tient des propriétés optiques de la feuille qui occasionnent
une dispersion de la fluorescence produite dans les assises cellulaires situées en profondeur.

Cette fluorescence ne parvient pas au détecteur parce qu’elle a été dispersée ou réabsorbée.

L’utilisation d’un faisceau d’analyse monochromatique pour la détermination
de l’activité photosynthétique de la feuille comporte un inconvénient dont 1’importance
demeure indéterminé. Cet inconvénient tient du fait qu’éclairer le spécimen a une longueur
d’onde unique ne donne pas une idée exacte de ce qui sé passe en conditions naturelles, c’est-a-
dire lorsque la feuille recoit de 1a lumi¢re polychromatique. Lors d’une étude théorique sur
I’influence de la fluorescence sur les gradients de lumiére dans les feuilles, Lork & Fukshansky
(1985) ont rapporté une variation de 1’ordre de 20% dans l’intensité lumineuse 3 une
profondeur de 250 pm. Cette valeur a été obtenue en supposant un rendement quantique pour
la fluorescence de 1%. Ces auteurs estiment qu’un rendement quantique de 5% doublerait la
quantité de lumiere présente en profondeur dans la feuille aux longueurs d’onde voisines de
685 nm (Lork & Fukshansky, 1985). Bien que le modele qu’ils ont présenté ne tient pas
compte de 1’organisation stratifi€ée de la feuille, ni de 1’effet de tamis ("sieve effect”), leurs
résultats démontrent bien I’influence de la fluorescence sur I’environnement lumineux dans la

feuille.

Concernant la grande variabilité observée dans nos paramétres PA avec 1’érable

a sucre, elle s’apparente a celle présentée dans un rapport du Ministere de I’Environnement de
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I’Ontario (Anonyme, 1990). Les auteurs présentent dans ce rapport un indice de dépérissement
("decline index") basé sur des observations visuelles de I’arbre. Leurs résultats indiquent un
coefficient de variation de 123% pour 8309 observations d’érables a sucre. Sur 25 espices
d’arbre, le coefficient de variation de 1’indice de dépérissement varie entre 29 et 154%, 1’érable
a sucre se classant 21°. En fait, plus de la moitié des especes analysées présentaient un
coefficient de variation supérieur ou égale a 100%. Ces résultats indiquent clairement la
grande variabilité (intra- et inter-spécifique) dans la réponse des arbres aux stress environne-
mentaux. Cependant, ils ne font pas ressortir les variations au sein d’une méme plante ou

d’une méme feuille, qui se retrouvent intégrées dans 1’indice de dépérissement.

Nous avons été incapable, lors de cette étude, de démontrer un effet de 1’ozone
et du bioxyde de soufre sur 1’activité photosythétique de 1’érable a sucre aux concentrations,
méme les plus élévées, se retrouvant dans la nature. Eien que la grande résistance de 1’érable
a sucre en soit vraisemblablement la cause, nos observations ne semblent pas indiquer la
pertinence de la SPA dans le diagnostic précoce de stress affectant des especes résistantes ou
dans I’identification du stress lui-méme. Cependant, 1a SPA a fait ses preuves dans 1’étude de
la photosynthése et des ses mécanismes (chapitre 1V). C’est probablement dans ce domaine

qu’elle va se distinguer dans le futur.

2) Imputables au matériel utilisé

Les caractéristiques (rapport S/B, rapidité d’acquisition,...) des résultats obtenus en
SPA ne tiennent pas exclusivement des performances de 1’appareil. Comme nous allons le
voir, 1a nature méme du spécimen joue un r6le important dans la génération du signal. Nous

pouvons considérer dans cette section non seulement la nature du matériel, a savoir une feuille
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avec toute 1a complexité structurale que cela comporte, mais également la forme sous laquelle

nous 1’étudions, c’est-a-dire un disque.

Nous avons vu que I’'une des limitations attribuables a la technique réside dans les
dimensions limitées du spécimen analysé. Un autre inconvénient potentiel dans notre fagon
de prélever les spécimens se rapporte au fait que nous travaillons avec des disques prélevés sur
une feuille, donc détachés de la plante. Sur ce point, il nous faut mentionner que la SPA, 2
I’exception des appareils utilisant une cellule dont 1’une des extrémités est ouverte (Poulet &
Chambron, 1982-1983; De Paula et al., 1987; Marquezini et al., 1990), ne permet pas de faire

des mesures in vivo dans le sens strict du terme.

Bien qu’a priori, les syste¢mes étudiés devraient se comporter comme 1’organisme
d’origine, 1a mort 2 plus ou moins court terme demeure 1'issu du spécimen. Ceci impose donc
une certaine restriction temporelle en ce qui concerne la durée pendant laquelle les mesures
peuvent étre effectuées. Bien que nous n’ayons pas cherché a déterminer la période de stabilité
physiologique pour 1’érable 2 sucre, nous pouvons affirmer qu’elle dépasse largement 1 h
partir du moment ou le disque est enfermé dans la cellule PA (résultats non présentés). Ce
temps est donc suffisant pour effectuer un nombre appréciable de mesures sans que 1’on puisse

noter de réduction dans 1’activité photosynthétique.

Le recours aux disques ou fragments de feuilles en physiologie végétale n’a rien de
nouveau. Ainsi, on y a eu recours pour des mesures d’échanges gazeux (Barto§ et al., 1960;
Nitr & Spidla, 1961; Goldsworthy, 1966; Nitr, 1969; Tamas & Bidwell, 1970; Atkins &
Canvin, 1971; Harris et al., 1983; Aro et al., 1986), pour le marquage au “CO, (Hess &
Tolbert, 1966), pour la quantification du photosysteme II (Chow ez al., 1989, 1991) et pour

diverses mesures physiologiques (D’ Aoust & Hubac, 1986; Martin et al., 1987; Charland, 1989;
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El-Shintinawy & Govindjee, 1990; Koizumi et al., 1990; Caldwell, 1993). De plus, de
nombreux systtmes de mesure utilisent actuellement ce type de spécimen. Il suffit de
mentionner certaines électrodes du type Clarck (systtme Hansatek) et la plupart des

fluorimetres.

Cependant, comme 1’ont soulevé Tamas & Bidwell (1970), il importe de vérifier si,
sous des conditions physiologiques identiques, le métabolisme des disques (échanges de CO,,
d’0,,...) se compare 2 celui de 1a feuille entidre. A ce sujet, Atkins & Canvin (1971) ont établi
que le taux de fixation du CO, des disques de feuille se compare de fagcon satisfaisante avec

celui de 1a feuille encore attachée 2 1a plante.

Ce point nous permet donc de croire que les réponses observées avec nos disques
réfletent bien le comportement des feuilles dont ils sont issus. Cependant, les mesures de
fixation photosynthétique du CO, qu’Atkins & Canvin (1971) ont obtenues étaient inféricures
(de 30 2 40%) a celles de la feuille entiere. Nous ignorons si une telle différence existe dans
le cas des mesures PA. Il semble que pour des comparaisons contrble/traité le recours aux

disques de feuille soit satisfaisant.

En ce qui concerne les feuilles d’érable A sucre, un premier probléme réside dans
I’existence d’une asymétrie fonctionnelle. Cette situation semble prévaloir chez les feuilles des
plantes de milieu ouvert alors que les feuilles morphologiquement asymétriques’ de plantes
de sous-bois sont fonctionnellement symétriques. (DeLucia et al., 1991). L’asymétrie fonction-
nelle se traduit par une réponse différente du disque de feuille selon que 1’on illumine sa face

supérieure ou sa face inférieure. Les mesures obtenues sont donc relatives 2 la face illuminée.

1  Cette asymétrie morphologique fait référence & I'organisation des cellules en tissus distincts selon le plan paradermal.
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Patton & Jones (1989) ont démontré 1’interaction entre 1’anatomie foliaire et
1’activité photosynthétique chez quatre cultivars de saule (Salix sp.). Les résultats d’Harnisch-
feger & Zenk (1983) soulignent le fait que la structure foliaire devraient étre condirérée lors
de I’évaluation de la distribution de 1’énergie chez les plantes supérieures. L’influence possible
de la morphologie de la feuille sur la sensibilité des plantes au bioxyde de soufre a été soulevé

par Winner & Mooney (1980).

L’éclairement unilatéral des spécimens dans la cellule PA risque de poser un
probléme dans le cas des feuilles & orientation horizontale comme c’est le cas pour 1’érable a
sucre. Une mauvaise évaluation de 1’activité photosynthétique risque d’avoir lieu si de telles
feuilles sont positionnées de sorte que leur face abaxiale (ventrale) est exposée au faisceau
d’analyse. Cette asymétrie dans 1’activité photosynthétique a d’ailleurs été€ rapportée par Moss
(1964), Vaclavik (1984), Day et al. (1990), de méﬁe que DeLucia et al. (1991). Cette
situation ne semble cependant pas exister chez les feuilles 2 port vertical (DeLucia et al.,

1991). La symétrie fonctionnelle serait reliée a 1’orientation de la feuille sur la plante.

Comme 1’ont avancé DeLucia er al. (1991), cette différence dans la réponse des
feuilles, selon l’orientation de la source de lumiére, résulte probablement d’interactions
complexes entre la lumiere et la feuille attribuables aux propriété€s optiques particuliéres de
cette derniére. L’une des conséquences intéressantes de cette asymétrie structurale est
1’établissement d’un gradient important de I’intensité lumineuse lors du passage de la lumiere
dans la (les) assise(s) de parenchyme palissadique (Knapp et al., 1988; Vogelmann, 1989;

Vogelmann et al., 1989).

De fagon parallele, la teneur en chlorophylle par unité de surface diminue de fagon

marquée du parenchyme palissadique au parenchyme lacuneux (Knapp et al., 1988). En dépit
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de cette différence dans la teneur en chlorophylle par unité de surface entre les deux
parenchymes, il semble que 1’absorption de la lumiére (RAP) serait plus importante par le
parenchyme lacuneux, lorsqu’on éclaire la feuille du coté abaxial, que par le parenchyme

palissadique, lorsqu’on éclaire 1a feuille du c6té édaxial (Terashima & Saeki, 1983, 1985).

Aux limitations imposées par les particularités morphologiques de 1a feuille vient
s’ajouter la spécialisation des chloroplastes retrouvés dans les deux types de parenchyme
(Terashima & Inoue, 1984). Les caractéristiques spécifiques des chloroplastes de chaque
parenchyme conférent une asymétrie dorsi-ventrale aux feuilles de nombreuses espéces. Les
particularités morphologiques et fonctionnelles des chloroplastes retrouvés dans les deux
parenchymes permettent de les distinguer les uns des autres. Ainsi, les chloroplastes du
parenchyme palissadique présentent des caractéristiques que 1’on associe 2 une exposition aux
fortes intensités lumineuses, ceux du parenchyme l.acuneux a une exposition aux faibles
intensités lumineuses (Sharkey, 1985). Il est d’usage de parler de chloroplastes "de soleil” et

de chloroplastes "d’ombre".

La présence d’un gradient dans certains paramétres (masse foliaire spécifique’,
activité photosynthétique et accumulation de 1’amidon) a été¢ démontré chez les feuilles de tabac
(Nicotiana tabacum L. cv. Samsun)(Baldy & Le Buhan, 1971). Un tel gradient dans 1’activité
photosynthétique a d’ailleurs €té rapporté par Slavik (1963) chez cette méme espéce. De plus,
un gradient dans la teneur en pigments des feuilles de haricot (Phaseolus vulgaris L. cv. Sabor
Processor) a été rapporté par Bolhar-Nordenkampf & Grinweis (1987). Ces variations

pouvaient atteindre 30% entre deux positions sur 1a méme feuille. Ces auteurs ont également

1 La masse foliaire spécifique ("specific leaf weight" ou SLW) ou masse surfacique se calcule de la fagon suivante: masse
foliaire / surface foliaire. Ce parameétre donnerait une bonne indication de I’épaisseur de la feuille et du niveau de
développement du mésophylle (Jurik, 1986b). Baldy & Le Buhan (1971) utilisent I’expression masse surfacique pour
désigner la masse foliaire spécifique.
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observé des modifications dans la distribution des pigments en fonction de divers traitements

(Bolhar-Nordenkampf & Griinweis, 1987).

Baldy & Le Buhan (1971) conclurent que 1’activité photosynthétique des feuilles de
tabac, en plus de varier dans le temps en fonction de 1'4ge de la feuille, présente une
distribution privilégiée de sorte que la feuille poss¢de des zones de forte et de faible
photosynthése. Tout comme ces auteurs, nous croyons que la photosynth¢se moyenne d’une
feuille, évaluée a partir d’un disque ou d’un segment, doit se faire sur un spécimen
représentatif qu’il faudra identifier pour chaque espéce. La possibilité d’une mauvaise
évaluation augmente donc en fonction des dimensions de la feuille. A priori, toute les
conditions environnementales sont susceptibles d’intervenir sur 1'établissement des gradients

morphologiques et d’activité photosynthétique.

Un autre probléme peut s’ajouter A ceux dont nous venons de discuter. Celui-ci
survient lorsque 1’on travaille avec des végétaux de grande taille comme certains arbres. Ces
plantes peuvent posséder une organisation du feuillage suffisamment complexe pour permetire
la formation d’un gradient dans les conditions environnementales a 1’intérieur de la couronne.
Des différences morphologiques et physiologiques importantes peuvent alors apparaitre chez
certaines feuilles en fonction de leur position sur la plante. Le phytochrome, une molécule
impliquée dans divers processus de morphogénése (Furuya, 1993; Vierstra, 1993), démontre
une sensibilité particuliére aux variations dans la quantité et la qualité de 1a lumiere regue par

la plante (Mancinelli, 1991 et références citées).

Soulignons le gradient observé par Morrison (1985) et par McLaughlin et al. (1985)
dans la composition élémentaire des feuilles d’érable, les feuilles du haut présentant une moins

grande concentration que celles de la base. De plus, une réduction exponentielle de 1a masse
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foliaire spécifique du haut vers la base de 1a couronne (Coyne & van Cleve, 1977; Lewandows-
ka & Jarvis, 1977; Schulze et al., 1977; van Elsacker & Impens, 1984), accompagnée d’une
augmentation de l’indice de surface foliaire ont été rapportées (Jurik, 1986b). Un autre
exemple est le cas des feuilles d’ombre et des feuilles de lumiere. A cet effet, Jurik ez al.
(1979) de méme que Lichtenthaler (1985) ont démontré 1’influence de 1’intensité lumineuse sur
la morphologie foliaire (tableau 19) et sur [’activité photosynthétique (tableau 20).
L’augmentation en épaisseur des feuilles et du volume des cellules du mésophylle qu’ils ont
rapportée est en accord avec les observations de Nobel et al. (1975), Nobel (1977). Dans le
cas de I’érable a sucre, Hesketh (1963) a obtenu des épaisseurs du limbe pour des feuilles de
soleil variant entre 150 et 200 pm. D’un autre c6té, Lei & Lechowicz (1990) rapportent une
épaisseur de 75.8 + 5.3 pm pour les feuilles d’arbres agés de 15 ans. Cette différence tient

probablement de la provenance des feuilles en fonction de leur environnement lumineux.

Parmi les réponses physiologiques aux faibles intensités lumineuses mentionnons:
la réduction de la quantité de Rubisco, 1’augmentation de la concentration en chlorophylle, la
réduction du point de saturation lumineuse et la réduction de la respiration mitochondriale
(Boardman 1977, Ch.abot & Chabot, 1977), 1a réduction de 1’épaisseur du limbe et 1’augmenta-

tion de la surface foliaire (Lichtenthaler, 1985).

Ces exemples démontrent bien 1’action morphogéne de la lumire. Cependant, il ne
semble pas possible de tirer de conclusion générale en ce qui conceme le potentiel du gradient
de lumiere et de ses effets sur I’organisation morphologique (macro- et microscopique) des
feuilles. Schwarz (1988) n’a observé aucune influence dans I'ultrastructure des chloroplastes
des assises de parenchyme palissadique et lacuneux du pois (cv. Dippes Gelbe Viktoria) de type
sauvage. Kutfk (1989) a obtenu des résultats similaires avec des feuilles de haricot (cv.

Harzgruss) de différents fges. Enfin, la variation d’autres facteurs (température, humidité



Tableau 19

Quelques caractéristiques morphologiques de feuilles! exposées a différentes conditions d’éclairement

CARACTERISTIQUES / TYPE DE FEUILLE Soleil +2 Soleil Ombre Ombre +
rapport chlorophylle a/b 40-5.0 33-42 2.6 -2.9 26-2.8
surface foliaire moyenne (cm™) 15 25 38 55
nombre de nervures latérales (par demie-feuille) 6-7 8-9 9-10 10-11
densité stomatique (mm™?) 217 £ 13 214 £ 26 144 £ 11 151+ 10
nombre total de stomates par feuille (x10%) 325 £ (6%) 525 £ (12%) 547 £ (8%) 830 £ (7%)
épaisseur totale de la feuille (nm) 201 171 92 93
épaisseur de 1’épiderme supérieur (pm) 151 13+1 11£1 11+1
épaisseur de 1’assise supérieure du paremchyme palissadique (um) 605 517 - -
épaisseur de 1’assise inférieure du parenchyme palissadique (pm) 436 32+4 - -
épaisseur totale du parenchyme palissadique (pm) 103+ 8 83+9 3417 20+5
épaisseur du parenchyme lacuneux (pm) 69 £ 10 63111 366 42+6
épaisseur de I’épiderme inférieur (pm) 14+1 12+1 11+1 11+1
épaisseur du parenchyme palissadique / parenchyme lacuneux 1.5%0.1 1.31+0.1 0.9 £ 0.1 0.7 £ 0.04

(Tiré de Lichtenthaler, 1985)

1 Feuilles pleinement développées de hétre européen. Valeurs moyennes de 20 feuilles récoltées en juillet.
2 Soleil+ : "extreme sun leaf”; Soleil : "sun leaf”; Ombre : "shade leaf” ; Ombre+ : "extreme shade leaf”.

NOISSNOSIA 1A AYLIAVHD
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Tableau 20

Activité photosynthétique et respiration de feuilles! en fonction de ’intensité lumineuse

TYPE DE FEUILLE

RAPPORT
CHLOROPHYLLE
alb

TAUX PAR UNITE DE SURFACE
(mg CO,: dm?- h™)

TAUX PAR UNITE DE
CHLOROPHYLLE
(mg CO, - mg" chorophylle - h™)

PHOTOSYNTHESE

RESPIRATION

PHOTOSYNTHESE

RESPIRATION

de plein soleil

5.0 [100%]?

3.79 [100%]

0.46 [100%]

1.30 [100%]

0.16 [100%]

de soleil 3.9 [78%] 2.96 [78%] 0.44 [96%] 0.61 [47%] 0.09 [56%]
d’ombre 2.8 [56%] 0.89 [23%] 0.19 [41%] 0.23 [18%] 0.05 [31%]
d’ombre compléte 2.7 [54%] 0.73 [19%] 0.16 [35%] 0.18 [14%] 0.04.[25%]
de soleil / d’ombre 3.3 2.3 2.7 1.8
de plein soleil / d’ombre complete 5.2 2.9 7.2 4.0

(Tiré de Lichtenthaler, 1985)

1 Feuilles pleinement développées de hétre européen. Mesures effectuées sous une intensité lumineuse de 30 klux.

2 Valeurs exprimées en pourcentage de la valeur pour une feuille de plein soleil.

NOISSNOSIA :1IA HY.LIdVHD
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relative, composition gazeuse de 1’air, précipitations,...) risquent également de causer des

modifications morphologiques de la feuille.

Plusieurs facteurs impliqués dans la génération du signal varient en fonction d’une
adaptation de la feuille 2 son environnement lumineux (tableaux 19 et 20). Il en est ainsi pour
la quantité de chlorophylle qui affecte 1’absorption lumineuse et pour 1’épaisseur des assises
tissulaires qui détermine la couche contribuant au signal. De plus, les variations, dans des
proportions différentes, de I’activité photosynthétique et de la respiration mitochondriale
devraient affecter la composante d’oxygeéne mesurée en SPA. Nous présentons, au tableau 21,
d’autres adaptations caractéristiques des feuilles de soleil. L’ensemble des ces modifications
rend difficile la comparaison des feuilles provenant d’environnements lumineux différents. Ce
probléme n’existait pas dans le cas des semis et des sauvageons dont le nombre de feuilles est

trop petit pour produire un gradient lumineux.

La surface, I’épaisseur et 1a densité peu?ent varier considérablement entre les feuilles
d’une méme plante ou entre les plantes d’une méme espéce en fonction de la qualité et la
quantit¢ de la lumiére, la biodisponibilité des éléments nutritifs et le régime hydrique
(Witkowski & Lamont, 1991 et références citées). Une diminution des facteurs suivants
provoque une augmentation en épaisseur de 1a feuille: les précipitations, 1’humidité relative,
la fertilité du sol (Witkowski & Lamont, 1991) et I’intensité lumineuse (Beadle, 1966; Nobel
et al., 1975; Givnish & Vermeij, 1976; Chabot & Chabot, 1977; Givnish, 1978; Sobrado &
Medina, 1980). Les répercussions de ces gradients dans les conditions environnementales ne

doivent pas étre sous-estimées lors d’éventuelles études sur des arbres de grande taille.

Logan & Krotkov (1968) ont démontré les effets de la lumiére chez 1’érable a sucre.

L’exposition de semis d’érable 2 sucre, pendant trois années consécutives, a diverses intensitées
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Tableau 21

Adaptations caractéristiques observées chez les feuilles
de soleil ou produites sous une haute intensité lumineuse

limbe foliaire plus épais mais de surface réduite

masse séche plus élevée et contenu en eau réduit

cellules du parenchyme palissadique plus longues, 2 rangées souvent présentes

densité stomatique plus €lévée et résistance a la diffusion des stomates réduite

nombre plus élévé de chloroplastes par cellule

conductivité augmentée du CO, par unité de surface foliaire

taux augmenté de fixation photosynthétique du CO,

point plus élevé de saturation lumineuse de la photosynthése

niveaux plus élévés des hydrates de carbone solubles et de 1’amidon

1

contenus en ubiquinones” et taux de respiration plus élevés

activité de la glycolate oxydase accrue et quantité de malate plus élevée

contenu en chlorophylles et en caroténoides par unité de surface foliaire accrus

contenu en chlorophylles et en caroténoides par unité de masse fraiche ou séche accrus

quantité de lipide et de cutine par unité de masse séche accrues

niveau de protéines solubles et liées réduits

quantité d’acides aminés solubles souvent réduite

contenu en lignine accru et niveau de flavonols? accru

contenu en cytokinines3 accru

(Tiré de Lichtenthaler, 1985)

1 Transporteurs d’électron trés mobile médiant les transfert d’électrons entre une flavoprotéine et le
cytochrome dans la chaine de transport d’électron.

2 Dérivés hydroxylés des flavones a partir desquels certains pigments jaunes sont synthétisés.

3 Groupe d’hormones dérivées de 1’adénine qui induisent la division cellulaire et la formation des bourgeons,
et qui retardent la sénescence.
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lumineuses (de 13 a2 100% !’intensité en plein soleil) n’a pas eu d’effet sur 1a surface moyenne
des feuilles. Cependant, 1’augmentation de !’intensité lumineuse était correlée 2 une
augmentation du nombre de feuilles par semis, et de ce fait, de la surface foliaire totale.
L’augmentation de l’intensité lumineuse était également corrélée 2 une réduction de la

concentration de chiorophylle par feuille.

Ces auteurs ont comparé 1’activité photosynthétique (en terme de fixation du CO,)
de semis de plein soleil (100%) avec celle de semis n’ayant recu que 13% de cette intensité.
Ils ont constaté qu’elle était inférieure chez les premier (100%) lorsqu’ils exprimaient I’activité
par unité de surface foliaire, alors qu’elle s’avérait supérieure quand elle était exprimée par
semis (Logan & Krotkov, 1968). Ces observations mettent en évidence la faiblesse d’évaluer
I’activité photosynthétique uniquement sur des spéci‘mens de mémes dimensions, sans tenir

compte des variations de la surface foliaire totale au cours d’une saison de croissance.

Sur ce point, Logan & Krotkov (1968) conclurent qu’il est plus juste d’exprimer
I’activité photosynthétique par plante plut6t que par unité de surface foliaire. Cette fagon de
procéder permet de tenir compte des effets opposés d’une augmentation de 1’intensité

lumineuse sur la surface foliaire totale et sur le taux de photosynthese apparente.

Cet inconvénient ne peut cependant pas étre retenu dans le cas de nos expériences
de fumigation a court terme ou aucune variation significative de la surface foliaire, attribuable

au traitement, ne peut survenir.

Nous avons déja soulevé le probléme causé par les variations intra-spécifiques. Sur
ce point, Kriebel (1957) a démontré I’influence du patrimoine génétique de 1’érable a sucre sur

sa résistance a divers stress environnementaux. Cet auteur a observé des différences
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significatives au niveau de la tolérance de 1’érable 2 sucre aux stress thermiques (chaleur
élévée) et hydriques (sécheresse) de méme que 1'endurcissement au froid en fonction de la
provenance des spécimens. Ces différences s’expliquent par une combinaison des effets de
I’expression du génome (facteur génétique interne) chez les différents écotypes, et de
I’influence de I’environnement propre A chaque site (facteur environnemental externe). Il
résulte, de l’effet combiné de ces facteurs, des différences significatives au niveau de
phénomenes physiologiquement importants tels la période d’éclosion des bourgeons et de la
chute des feuilles. Ces différences, combinées 2 la susceptibilité aux stress environnementaux
d’un écotype particulier vont déterminer de fagon prépondérante la réponse de la plante lors

d’une exposition a un polluant.

En ce qui concerne 1’influence des conditions environnementales sur 1’érable a sucre,
Ledig & Korbobo (1983) ont observé des différences significatives au niveau de 1’activité
photosynthétique et de la respiration mitochondriale chez des spécimens prélevés dans une
méme région mais A différentes altitudes. Ce point constitue un facteur supplémentaire de

variabilité 2 considérer advenant 1’utilisation éventuelle de la SPA sur le terrain

Innes & Boswell (1990) ont étudié la variabilité entre les arbres d’un site donné et
entre ceux de deux sites différents. Selon leurs observations de la densité et de la décoloration
du feuillage, la variation a I’intérieur d’un site est moindre qu’entre les peuplements.
Cependant, la variation intra-peuplement est significative, méme dans un peuplement équienne,

et elle devrait €tre considérée pour déterminer le nombre d’arbres a échantillonner.

Ceci nous ramene donc 2 la nécessité d’utiliser un contréle de méme provenance que
les spécimens analysés sur le terrain ou suite 3 un traitement au laboratoire. En ce qui

concerne les résultats obtenus au laboratoire, leur extrapolation a 1’espéce enti¢re demeure donc
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délicate. Ce point est d’autant plus valable lorsque 1’espéce occupe une aire de distribution
présentant une grande variabilité dans les conditions écologiques et/ou lorsqu’elle est vivace

comme c’est le cas pour ’érable A sucre.

La faible activité photosynthétique de 1’érable a sucre (Hesketh, 1963; Ledid &
Korbobo, 1983; Weber et al., 1985; Amthor et al., 1990) constitue un point qui joue en
défaveur de son utilisation en SPA. Cette faible valeur se traduit par une petite variation du
signal PA en présence de lumiére saturante (Q,,,) par rapport au signal sans cette lumiére (Q,,).
Ceci, le mauvais rapport S/B inhérent 2 la nécessité de travailler A faible intensité lumineuse
(faisceau d’analyse) afin de ne pas saturer 1a photosyntheése, de méme que la variabilité intra-

spécifique dont nous venons de faire mention ont eu un effet déterminant sur nos résultats.

G) Discussion générale

La résistance de 1’érable 2 sucre que nous avons observée ne semble pas se limiter &
I’ozone et au bioxyde de soufre. En effet, Raynal et al. (1982a) ont démontré 1’insensibilité
des graines de cette espece a 1’effet du pH (entre 3.0 et 5.0), graines qui n’ont pas présenté de
différences significatives dans leur taux de germination en fonction du pH de la solution
d’arrosage 2 laquelle elles étaient soumises. D’ailleurs, ces résultats se comparent bien a ceux
de Lee & Weber (1980) pour I’érable a sucre. Deux autres espéces de feuillus, le bouleau
jaune (Betula alleghaniensis Britton) et 1’érable rouge (Acer rubrum L.) présentaient une baisse
significative de leur taux de germination & pH 3.0 (Raynal et al., 1982a). L’acidité des
précipitations n’aurait, tant qu’a elle, pas d’effet direct sur 1’activité photosynthétique ou la
croissance de 1'érable A sucre (Reich er al., 1983, 1986). La résistance de cette espéce a

également €été observé par Thornton et al. (1986) lors d’une étude sur 1’effet de 1’aluminium
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sur la croissance. En effet, ces auteurs n’ont obtenu aucun dommage aux racines et aux tiges
contrairement a ce qui fut rapporté pour d’autres especes (Thornton ez al., 1986, et références

citées).

Afin d’exploiter au maximum le potentiel de la SPA, nous proposons certaines
recommandations. A la lueur de nos résultats et d’une consultation approfondie de la littérature
sur le sujet, il appert'que cette technique offre un meilleur potentiel lorsqu’elle est utilisée pour
I’analyse des mécanismes photosynthétiques. Ceci est particuliérement vrai pour 1’étude des
mécanismes biophysiques, et 3 un degré moindre, pour 1’étude des mécanismes biochimiques.
La facilité relative avec laquelle I’expérimentateur peut intervenir sur le systeéme sous étude
permet d’établir, sans trop d’incertitude, des hypothe¢ses de cause 2 effet. Si le phénoméne
observé découle d’une cascade d’effets, comme c’est l‘e cas lorsque des modifications d’ordres
physiologique ou morphologique interviennent, il devient plus difficile, voir impossible,

d’établir cette relation de causalité.

Ce dernier point nous amene 4 notre deuxiéme recommandation. Nous avons observé une
grande variabilité dans les parametres PA et ce, en dépit des diverses stratégies d’échantillon-
nage utilisées. Cette variabilité tient 3 la fois de la petite dimension de 1’échantillon analysé,
effet potentiellement plus important que la feuille 3 analyser est grande, et de la variabilité
individuelle au sein d’une méme plante et entre plantes différentes. Nous ne croyons pas
qu’une augmentation, méme importante de la surface d’analyse suffirait pour résoudre ce
probléme. La conception d’une cellule PA pouvant recevoir des spécimens de grande
dimension comporte des problémes d’ordre technique principalement liés a la baisse
appréciable du rapport S/B (Ducharme ez al., 1979). 11 semble donc peu probable qu’on assiste
a des progres considérables dans ce domaine. Pour tenter de compenser pour cette variabilité,

il devient nécessaire de faire appel 3 une technique d’échantillonnage adéquate qui sera choisie
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en fonction des parametres étudiés, de ’espéce choisie, et du type d’analyse statistique

appliquée.

Cette "faiblesse" de la technique est exacerbée par 1’inadéquation des modeles et théories
photoacoustiques actuels qui ne tiennent pas compte de la nature hétérogeéne de la feuille.
Nous avons discuté des effets de cette hétérogénéité sur la distribution de la lumiére dans la
feuille et sur I’activité photosynthétique des différent tissus. Son importance sur la génération

du signal PA (composantes photothermique et photobarique) mériterait d’étre étudiée en détail.

Dans le cas d’une utilisation éventuelle sur le terrain, nous préconisons une approche
multidisciplinaire. La SPA viendrait fournir des informations complémentaires qui pourraient
permettre de mieux comprendre 1’effet(s) du facteur étudié. Parce que de nombreux facteurs
agissent directement ou indirectement sur les mécanismes primaires de la photosynthése il
apparait peu probable que la SPA puisse étre utilisée pour identifier 1a cause du stress présent.
Ce point est d’autant plus valable que dans la nature, les facteurs environnementaux agissent

rarement seul comme 1’ont démontré (McLaughlin er al., 1985) pour 1’érable a sucre.

Nous avons démontré la résistance a court terme de 1’érable 2 sucre a I’ozone et au
bioxyde de soufre. Les résultats des mesures effectuées sur les sauvageons exposés aux
conditions des chambres d’exclusion ne nous permettent pas de conclure 3 un effet inhibiteur
de I’ozone. Ces conditions nous donnent une meilleure appréciation des effets potentiels de
I’ozone en milieu naturel. Des études a plus long terme seraient nécessaires pour une meilleure

comphéhension des effets cumulatifs sur plus d’une saison.

Jurik (1986b) a obtenu une mauvaise corrélation entre le taux d’échange de CO, et la

variation spatiale et temporelle de 1a masse foliaire spécifique chez 1’érable a sucre. D’autres
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especes ligneuses ont cependant donné de meilleurs goefficients de corrélation (tableau 22).
Cette observation laisse sous-entendre: 1- une plus grande variabilité de 1’activité photosynthé-
tique et/ou de divers paramétres morphologiques, telle que 1a masse foliaire spécifique, ce qui
expliquerait la grande plasticité écologique de 1’érable & sucre (espéce de lumiere démontrant
une grande tolérance & 1’ombre), 2- une moins grande dépendance du taux d’échange de CO,
envers les paramétres morphologiques des feuilles d’érable a sucre. En fait, des six especes
étudiées, c’est avec I’érable & sucre qu’ils ont obtenu la plus faible corrélation pour la relation

entre le taux de fixation du CO, et la surface foliaire spécifique.

I1 y aurait une influence du patrimoine génétique indubitable sur la masse foliaire
spécifique dont les effets seraient beaucoup moindres que ceux dus aux facteurs de
I’environnement (Jurik, 1986a). Puisque les facteurs énvironnementaux et génétiques peuvent
avoir des effets sur les caractéristiques anatomiques et physiologiques qui ne sont pas
nécessairement traduits par une modification de la photosynthese, il ne faut pas se surprendre

de la variabilité des parametres PA des spécimens contrdles.

Dans une vision globale de 1’écosystéme forestier, il convient de rappeler que la
végétation est constamment exposée A une multitude d’agents environnementaux naturels
(sécheresse, températures extrémes, épidémies diverses). L’homme ajoute a ces stress,
localement, par une mauvaise pratique sylvicole, globalement par la production de polluants.
Le potentiel de ces agents peut se voir augmenté par le fait que ceux-ci se présentent rarement
seuls. Leur présence, en combinaisons diverses, peut se traduire par une action synergique
dont 1’effet cumulatif peut excéder largement les effets individuels. Cette complexité rend
pratiquement impossible la tAche d’isoler un facteur unique responsable du déclin d’un arbre
(Mcllveen et al., 1989). Comme souligné par Mcllveen et al. (1986) suite 2 leur étude du

phénomene de la perte de vigueur des érables a sucre en Amérique du Nord, aucune cause en
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Tableau 22

Coefficient de corrélation des droites de régression reliant
le taux d’échange de CO, a la surface foliaire spécifique

COEFFICIENT NOMBRE
ESPECE DE CORRELATION D’ECHANTILLONS

i n
Tilleul d’Amérique 0.93 7
Chéne rouge : 0.81 40
Erable rouge 0.73 16
Hétre & grandes feuilles 0.53 16
Peuplier A grandes dents 0.33 40

(D’apres Jurik, 1986b)

particulier n’a pu étre identifiée. Ces auteurs proposent méme qu’il s’agirait d’une réponse non
spécifique de 1’arbre A une variété d’agents qui agirait seule ou en combinaison. Mcllveen et
al. (1986) indiquent de plus que les causes sont fréquemment reliées et qu’elles peuvent agir

en synergie.

L’implication de nombreux facteurs abiotiques et biotiques dans le dépérissement des
érablieres au Québec ne fait pas vraiment de doute, cependant, il semble difficile de dégager
des corrélations entre nombre de ces facteurs et I’incidence du dépérissement (Lachance, 1985).
Utilisant une approche écologique afin d’expliquer le dépérissement des érabliéres, une équipe
de chercheurs du ministere de 1’Energie et des Ressources du Québec a conclu: 1- qu’aucune
des variables écologiques et anthopiques analysées ne peut, A elle seule, expliquer le

dépérissement; 2- plusieurs facteurs contribuent au dépérissement (variations climatiques,
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épidémies d’insectes, pratique sylvicole) mais la pollution atmosphérique représente 1’agent

principal (Carrier, 1986).

Devant cette complexité du dépérissement et la variabilité observée dans les parameétres
PA, nous ne croyons pas que la spectroscopie photoacoustique soit adaptée pour 1’analyse des

stress affectant des plantes supérieures en conditions naturelles.



CHAPITRE VIII

CONCLUSION

Dans I’optique d’une continuité de ce travail sur 1’érable 2 sucre, nous recommandons
qu’une série d’expériences soient menées afin de vérifier I’importance de 1’intensité lumineuse
sur le taux de survie des semis. De plus, il nous semble important d’étudier les effets de la
thermopériode sur leur croissance. Enfin, il serait également intéressant de vérifier
I’importance des mycorhizes sur le taux de survie des semis. L’addition, au mélange de terre

utilisé, de sol provenant d’une érabliére devrait avoir un effet bénifique.

Le recours 2 une espéce végétale moins exgigeante en ce qui concerne les conditions de
croissance mérite d’étre sérieusement envisagé. Nous avons constaté que, sur ce point, le pois
constitue une modele intéressant. D’une part la production massive de plantules de pois
demeure relativement simple (aucune stratification nécessaire, croissance rapide,...). De plus,
le pois présente des caractéristiques morphologiques qui en font une plante de choix pour des
études en SPA. Nous faisons ici référence aux feuilles pairées, dont 1’une sert de contr6le alors
que I’autre subit un traitement. Ce syst¢éme, en permettant la comparaison de feuilles opposées,
limite grandement les variations attribuables aux différences génétiques, morphologiques,
physiologiques ou environnementales. Nous avons vu que, dans le cas de 1’érable 2 sucre, la
variabilité des paramétres PA, attribuable au matériel, pouvait prendre des proportions
considérables. Enfin, les dimensions des feuilles de pois permettent de prélever un spécimen
vraiment représentatif du comportement de la feuille entiére, ce qui n’est malheureusement pas

le cas avec la plupart des autres espéces y compris 1’érable a sucre.
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Nous sommes conscients des limitations que représentent ce choix. Il existe cependant
des especes ligneuses moins exigeantes que 1’érable a sucre et possiblement susceptible de
fournir plus d’informations sur les mécanismes d’action des polluants gazeux. L’érable
argenté, qui ne nécessite pas de période de stratification (Webb & Dumbroff, 1969) et qui
démontre une grande sensibilité aux polluants, tels que I’ozone et le bioxyde de soufre,
représente un telle espéce. Néanmoins, avant d’entreprendre une telle étude, il s’avére
primordial d’évaluer la variabilité naturelle des parametres PA chez 1’espece choisie.

L’ampleur de cette variabilité dictera la poursuite des expériences.

Bien que nous soyons satisfait-des performances de la chambre de fumigation, certaines
modifications peuvent y étre apportées. Par exemple, le systéme d’éclairage peut étre modifié
ou remplacé de fagon a uniformiser la distribution de la lumiére, particuli¢rement prés du
plafond de la chambre. Un plus grand contrfle de 1l’intensité lumineuse nous apparait
également profitable. La quantité de chaleur générée, par les lampes actuellement en place,

risque de causer des probleémes lors de fumigations de longue durée (plus de 4 h).

La substitution des deux lampes au sodium par une série de tubes fluorescents devrait
permettre: 1- d’uniformiser la distribution de la lumi&re en couvrant la totalité de la surface
du plafond; 2- de permettre un meilleur contréle de ’intensité¢ lumineuse en modifiant le
nombre de tubes en fonction; 3- de réduire la quantité de chaleur produite. Enfin, de tels tubes
peuvent également étre fixés sur les parois intérieures de la chambre, préférablement dans les
coins, et fournir ainsi un éclairage plus uniforme. Le maintien, dans la chambre de fumigation,
d’une concentration constante de bioxyde de soufre ne cause pas de probléme particulier. Il
en est autrement pour 1’0zone, particuliérement aux concentrations supérieures a 1000 ppb. La
mise en place d’un systéme d’asservissement, reli€ a 1’analyseur d’ozone, devra €tre considérée

si une grande stabilité de la concentration d’ozone est requise.
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La spectroscopie photoacoustique ne nous apparait pas adaptée pour 1’étude de 1’effet des
polluants gazeux sur 1’activité photosynthétique de 1’érable a sucre. Ce jugement provient de
I’analyse de résultats trés variables. Comme cette variabilité s’observe aussi bien chez les
plantes contr6les que chez les plantes traitées, elle risque de masquer un effet subtil mais
présent du stress étudié. De plus, comme elle s’observe au sein d’une méme feuille, entre les
feuilles d’une méme plante et entre plantes différentes, elle rend la comparaison difficile des

spécimens.

Cet inconvénient tient, entre autres, de la complexité de la génération du signal
photoacoustique dans la feuille et de l’influence des facteurs environnementaux sur les
propriétés morphologiques et physiologiques de celle-ci. Cette influence peut se répercuter sur
les propriétés optiques, thermiques et mécaniques de la feuille, tous trois ayant un réle

déterminant dans la génération du signal PA.

En dépit de ces limitations, nous croyons avoir démontré la résistance de 1’érable a sucre
a ’ozone et au bioxyde de soufre (fumigation a court terme). Les seuils que nous avons
déterminés nous semblent surévalués étant donnée la grande variabilité des paramétres PA.
Lors de notre étude des effets de 1’ozone, sur les sauvageons maintenus dans les chambres
d’exclusion pendant une saison, nous avons également démontré que les paramétres PA
présentaient une variabilité temporelle importante. L’action combinée des deux sources de
variations ne nous a pas permis de déceler d’inhibition significative de 1’activité photosynthéti-

que des sauvageons exposés A trois fois la concentration ambiante d’ozone.

Appliqué en concentration élevée, le bioxyde de soufre provoque une inhibition du
dégagement d’oxygene et de I’emmagasinage d’énergie photosynthétique. De fagon contraire,

ce gaz induit une augmentation de ces mémes paramétres lorsqu’il est présent en faible
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concentration. Cette stimulation serait attribuable au mécanisme de détoxification (réduction
du SO,) impliquant le transport photosynthétique d’électrons. L’effet stimulateur ou inhibiteur

serait plus important chez les sauvageons que chez les semis.

Il n’est pas possible de conclure au sujet des paramétres PA de feuilles d’arbres matures
démontrant des niveaux différents de dépérissement (0, 40 ou 70%). Nous recommendons une
approche différent de celle utilisée, ol une vingtaine d’arbres (ou tout autre nombre jugé
suffisant) appartenant a la méme classe de dépérissement seraient échantillonnées. Cette fagon
de procéder devrait permettre de distinguer entre la contribution du génotype et 1’effet réel du
dépérissement sur 1’activité photosynthétique des feuilles. De plus, I’évaluation de la surface
foliaire totale des arbres échantillonnées combinée A notre évaluation de 1’activité photosynthé-
tique des disques de feuilles, donnerait une idée plus juste de la capacité photosynthétique

réelle de ces arbres.

L’application de la SPA 2 1'étude du mécanisme d’action de 1’ion sulfite nous aura permis
de postuler que cet ion agit au niveau du complexe de dégagement d’oxygéne. L’effet est
dépendant de la concentration et de la présence de lumiére. A 1’obscurité, I’ion sulfite agit
possiblement sur la photophosphorylation et sur le transport cyclique d’électrons autour du PS
I. Nos résultats indiquent 1’utilité de la SPA dans ce genre d’étude. Associ€e a d’autres
techniques, telle que la spectroscopie de fluorescence, la SPA s’est révélée un outil

d’investigation pratique.

Pour ce qui est de I’avenir de la spectroscopie photoacoustique dans le domaine de
I’écophysiologie, la complexité du signal dans les feuilles et 1'absence de modele théorique
pour I’expliquer adéquatement en limitent les applications. Seuls des progres techniques

considérables, permettant d’analyser des spécimens de la dimension d’une feuille enti¢re et de
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réduire ainsi une source importante de variabilité, pourrait assurer une place a la SPA parmi

les techniques d’analyse sur le terrain.

L’utilité de la spectroscopie photoacoustique au laboratoire pour 1’étude de certains
mécanismes nous semble prometteuse. Nos résultats, ainsi que d’autres obtenus dans nos

laboratoires, supportent ce point de vue.

Nos résultats ne nous permettent pas d’évaluer avec exactitude le rble de 1’ozone dans le
dépérissement des érablieres. En dépit des limitations de nos mesures, la résistance de 1’érable
a sucre, envers ce polluant, lui confére un réle accessoire. Il ne faut pas perdre de vue que le
durée de nos traitements, mais les plus longs, ne rend pas justice sur ce que subit un arbre

centenaire.

Tel que souligné par Impens et al. (1985), 1’étude du dépérissement, de par sa complexit€,
nécessite une approche interdisciplinaire. Dans cet optique, la spectroscopie photoacoustique
posseéde le potentiel pour fournir certaines informations 2 la condition d’utiliser le matériel
adapté pour le genre de question posée. Selons nous, il ne faut pas espérer étre en mesure

d’identifier précocement un stress particulier avec cette technique.
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ANNEXE 1

CHAMBRE DE FUMIGATION

A) Problématique

Le travail proposé reposait sur la possibilité d’effectuer des fumigations en chambre. Lors
de la conception de notre chambre de fumigation, nous devions tenir comptes des points
suivants: 1- dimensions; 2- accessibilité; 3- répartition des gaz; 4- systéme de filtration; et 5-
uniformité de 1’éclairage et valeur de I’intensité lumineuse. La répartition uniforme des gaz
dans la chambre revét une importance particuli¢re puisque 1’existence d’un gradient de
concentration du polluant étudié risque de biaiser les résultats. Enfin, il importe de disposer
d’unités de filtration efficaces de fagon 2 introduire de 1’air dépourvu de polluant lors des
fumigations de contr6le (unité de filtration d’entrée), et afin de neutraliser les polluants avant
leur évacuation dans I’environnement (unité de filtration de sortie). Cette annexe est consacrée

a la description des caractéristiques techniques et des performances de cette chambre.

B) Matériel et méthodes

Les fumigations au laboratoire ont été effectuées dans une chambre rectangulaire de
0.9 m* (0.76 m de largeur, 0.76 m de profondeur et 1.55 m de hauteur) munie d’une unité de
filtration en t6le galvanisée 2 ’entrée et d’une 2 1a sortie. De la Mélamine blanche recouvre
les parois internes de la chambre assurant ainsi une bonne diffusion de la lumiére et une

protection efficace contre le potentiel élevé d’oxydation des gaz utilisés.
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Les deux unités, d’une surface frontale de 0.36 m?, logent chacune deux filtres de 2.5 cm
d’épaisseur. Le premier de ces filtres contient du charbon actif (#84, Farr Inc., Laval, QC)
utilisé pour son pouvoir d’adsorption de 1’ozone. Comme le pouvoir de neutralisation du
bioxyde de soufre par le charbon actif est négligeable, nous avons utilisé un second filtre
contenant des particules sphériques d’alumine imprégnées de permanganate de potassium
(KMnO,; Unisorb Mark 2, Unisorb Corp., Houston, TX) trés efficace pour éliminer le bioxyde
de soufre. Selon les fabricants, I’'influence de ces deux filtres actifs sur la concentration en
bioxyde de carbone serait pratiquement inexistante. Afin d’éliminer les poussieres, 1’unité
d’entrée posséde en plus un filtre a élément plissé de 5.0 cm d’épaisseur (Farr Inc., Laval, QC)

localisé a 1’avant des deux filtres actifs, ce qui en prolonge la durée d’utilisation.

L’ozone, produit par le passage d’air sec' dans un ozonateur a décharge électrique
(modele O3V9-AR; Ozone Research & Equipment Corp., Phoenix, AR), est mélangé a de 1’air
filtré au niveau de la portion terminale de 1'unité de filtration d’entrée. La concentration
d’ozone peut étre variée en contrflant le débit d’air passant dans 1’ozonateur et/ou la tension
appliquée a I’électrode. Bien que nous y n’ayons pas eu recours, une autre alternative consiste
a varier la vitesse du ventilateur de la chambre de fumigation et, par le fait méme, le facteur
de dilution de 1'ozone. Le générateur utilise deux colonnes internes d’asséchement qui

fonctionnent en alternance ce qui occasionne une variation dans la quantité d’ozone produite.

L’introduction, dans la chambre, de 1’air filtré ou du mélange gazeux se fait par deux
tuyaux flexibles (10 cm de diametre) entre deux plaques de Plexiglas. Ces tuyaux sont issus
de la portion terminale de 1'unité de filtration d’entrée, juste aprés le point d’injection des

polluants gazeux, et se fixent de chaque c6té de la partie supérieure de la chambre. La

1  Le passage de I'air ambiant sur une colonne contenant un dessicant (Drierite, W.A. Hammond Drierite Corp., Xenia,
OH) donne d’excellents résultats.
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premie¢re plaque de Plexiglas confére une bonne étanchéité a la chambre tout en permettant le
libre passage de la lumiére. Deux lampes, similaireé a celles utilisées dans la chambre de
croissance, sont suspendues 3 40 cm au-dessus de la chambre de fumigation et peuvent étre
utilisées indépendamment. La seconde plaque de Plexiglass, située a 11.0 cm de la premicre,
possede des perforations de 2.0 cm équidistantes (6.5 cm centre-centre) a I’exception d’une
portion de 550 ¢cm? située en son centre. Une plaque similaire, située 2 8.0 cm du fond de la

chambre, sert de faux-plancher.

Ce dispositif de plaques perforées combiné a un ventilateur du type cage 2 écureuil
(modele D530, Delhi Industries, Delhi, ON) devrait assurer une distribution uniforme des gaz
et permet leur évacuation. A plein régime, le renouvellement de 1’air devrait se faire A toutes
les 8 2 10 s. Situé 2 la sortie de la chambre, le ventilateur crée un vide partiel trés 1éger qui
élimine prafiquement toutes fuites de polluants dans la salle de travail. Au sortir de la
chambre, les gaz sont neutralisés par la seconde unité de filtration avant d’étre €vacués vers

I’extérieur.

La concentration d’ozone 2 I'intérieur de la chambre de fumigation était continuellement
mesurée au moyen d’un analyseur photométrique (modele 8810; Monitor Laboratories Inc.,
San-Diego, CA) calibré par le fabricant et reli¢ 2 une table enregistreuse (modéle OmniScribe
B5117-51; Houston Instrument, Austin, TX). Un tube de Teflon (0.5 c¢m diamétre inteme),
situé sur la face avant 2 20 cm du haut de la chambre et s’étendant jusqu’en son centre, permet
le prélevement des gaz pour fins d’analyses par le moniteur d’ozone. Par la suite, les gaz sont

retournés entre le ventilateur et 1’unité de filtration de sortie.

Dans la cas des fumigations au bioxyde de soufre, le gaz provenait d’un cylindre (Union

Carbide, Montréal, QC) avant d’étre mélangé, a de 1’air filtré, dans la portion terminale de
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I'unité de filtration d’entrée. Puisque le fournisseur donnait la concentration précise en SO,
et que 1a stabilité du gaz est bonne, il nous suffisait dé contréler le débit du gaz provenant du
cylindre pour obtenir la concentration désirée. Des cylindres contenant du bioxyde de soufre
a 10, 100 et 1000 ppb ont été utilisés. Le dosage de ce gaz se fait au moyen d’un détecteur
a tube colorimétrique (modele 8014K A-400A, Matheson-Kitagawa, Matheson, Whitby, ON).
Ce type de détecteur ne permet que la prise de mesures ponctuelles. Néanmoins, des mesures
effectuées a divers moment au cours des fumigations ont révélé que la concentration de

bioxyde de soufre est demeurée constante.

L’air, le bioxyde de soufre de méme que 1’0zone étant invisibles, nous avons eu recours
A la méthode suivante afin de vérifier la répartition des gaz dans la chambre. Nous avons
introduit, entre les filtres et le point de jonction des tuyaux d’évacuation de 1’unité de filtration
d’entrée, un bécher contenant de 1’acide chlorhydrique (HCIl) et un second contenant de
I’ammoniaque (NH,). La réaction des vapeurs provenant des deux liquides conduit 2 la
formation de chlorure d’ammonium sous forme d’une fumée blanche visible a 1'oeil nu. Nous
avons donc observé, du haut de 1a chambre et par la porte, la distribution de cette fumée dans

des condition expérimentales comparables 2 celles prévalant lors des fumigations.

C) Résultats et Discussion

Les dimensions minimales de la chambre nous étaient dictées par notre intention de
fumiger simultanément cinq sauvageons agés entre 5 et 7 ans. Il fallait cependant se garder
de surdimensionner inutilement la chambre sous peine d’avoir des probl¢mes au niveau de
I’uniformité dans la répartition des gaz. Les dimensions retenues constituent un compromis

acceptable.
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L’accessibilité fait référence a la facilité d’introduction des plantes dans la chambre.
Nous avons donc muni la chambre d’une large porte én verre qui permet 1’introduction facile
des plantes et leur observation durant le traitement. Dans l’ensemble, la chambre de
fumigation s’est avérée bien adaptée a nos besoins. L’introduction de plantules ne cause pas
de probléme la surface disponible suffit pour traiter simultanément plus de 30 semis ou 5

sauvageons.

Selon nos observations, nous pouvons affirmer que notre dispositif (plaques perforées -
ventilateur) permet un bon mélange des gaz et leur répartition uniforme dans I’ensemble de la
chambre. Une méthode alternative pour évaluer 1'uniformité de la répartition des gaz aurait
été d’échantillonner a diverses positions en déplacant le tube de Teflon reli€ a 1’analyseur
d’ozone. Nous avons renoncé 2 cette méthode étant donné 1’instabilité du générateur
d’ozone. L’acquisition d’un analyseur de bioxyde de soufre devrait résoudre ce probléme
puisque la concentration du SO,, provenant des cylindres, démontre une grande stabilité

temporelle.

Nous mentionnions que le ventilateur devrait permettre de renouveller 1’air de la chambre
entre 8 et 10 s. Nous avons observé qu’il fallait entre 3.5 et 4 min pour éliminer 500 a 580
ppb d’ozone présent dans la chambre. Cette différence tient probablement des effets combinés
des turbulences dans la chambre et du temps de réaction de 1’analyseur d’ozone. Le temps réel
de renouvellement se situe probablement entre 3 et 3.5 min. Le méme temps est requis pour

passer de 0 a 500 ppb avec notre générateur d’ozone.

En dépit de nos efforts, 1’0zonateur s’est avéré particulierement sensible aux variations
de I’humidité de ’air. Ainsi, des variations de I’ordre de 5 2 10%, avec des pics occasionnels

de 15%, ont été observées, 1’amplitude de ces variations étant fonction de la concentration
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recherchée. Pour ces raisons, les concentrations indiquées dans la thése représentent des

valeurs moyennes pour la durée compléte de 1a fumigation.

La qualit€ ainsi que 1a quantité de lumiere constituent deux autres parametres importants.
Les deux lampes suspendues au-dessus de la chambre sont du méme type que celles utilisées
dans la chambre de croissance assurant ainsi une similarité au niveau de la qualité de la
lumiere. Les deux plaques de Plexiglas, que doit traverser la lumitre avant de rejoindre les

plantes, peuvent étre considérées transparentes aux radiations actives photosynthétiquement.

Le revétement intérieur de la chambre de fumigation assure une bonne diffusion de la
lumigre. Cependant, nous devons considérer les lampes comme des sources ponctuelles. Pour
cette raison, nous avons mesuré 1’intensité lumineuse a différentes positions (tableaux 23, 24
et 25). Les tableaux 23 (une seule lampe) et 24 (deux lampes) contiennent les valeurs de
I’intensité lumineuse, exprimées en pourcentage de 1’intensité moyenne mesurée a un niveau

donné.

Nous pouvons constater, qu’a I’exception des coins de la chambre, 1a lumiere présente une
distribution relativement uniforme pour une surface déterminée. Cependant, les mesures
effectuées au niveau du plafond, donc trés prés des lampes, démontrent un gradient important
(tableaux 23D et 24D), particuli¢rement lorsqu’une seule lampe est utilisée (tableau 23D).
Bien que le feuillage des sauvageons se situait entre 50 et 100 cm du fond de I1a chambre, nous
pouvons assumer que les feuilles situées a3 une méme hauteur ont été exposées a une intensité
lumineuse comparable, dont les valeurs sont présentées au tableau 25. Ce probléme de la
distribution de Ia lumiére en fonction de la hauteur ne se pose pas avec les semis. En effet,
Ie feuillage de ces demiers se distribue sur moins de 10 c¢m, distance pour laquelle nous

pouvons négliger les différences d’intensité lumineuse.
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Tableau 23

Répartition de la lumiére a différentes positions a I’intérieur de la chambre de
fumigation exprimée en pourcentage de I’intensité moyenne: une seule lampe
A) au niveau du plancher

B) a 50 ¢cm du plancher
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Tableau 23 (suite)

C) 2 100 cm du plancher

D) au niveau du plafond

248
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Tableau 24

Répartition de la lumiere a différentes positions a I’intérieur de la chambre de
fumigation exprimée en pourcentage de I’intensité moyenne: deux lampes
A) au niveau du plancher

B) a 50 ¢cm du plancher

coin

arriere
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Tableau 24 (suite)

C) a 100 cm du plancher

D) au niveau du plafond

coin

arritre

114
98

119
93

113

133
123

108
111

115

250



Tableau 25

Valeur des intensités lumineuses moyennes® a diverses hauteurs’
a Pintérieur de la chambre fumigation en fonction du nombre de lampes

Une seule lampe

Deux lampes

Hauteur des Intensité Coefficient Hauteur des Intensité Coefficient
mesures moyenne de variation mesures moyenne de variation
(cm) (umol-s™*-m?) (%) (cm) (umol-s*m?) (%)
0 67 6.6 0 156 34
50 84 11.5 50 215 50
100 148 17.7 100 369 11.5
150 243 48.5 150 609 274

Moyennes basées sur 13 mesures effectuées sur 1’ensemble de la surface de la chambre tel qu’indiqué aux tableaux 16 et 17.
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Nous devons signaler que le type de détecteur utilis€, pour effectuer les mesures
d’intensité lumineuse dans la chambre de fumigation, tient compte de la lumiére incidente mais
néglige une fraction indéterminée de la lumiére réfléchie par les murs. De plus, nous n’avons
pas considéré I’effet de recouvrement des feuilles. 11 faut donc utiliser avec discernement les
valeurs présentées au tableau 25. Cet effet de recouvrement, dont nous venons de faire
mention, de méme que 1’influence de I’intensité lumineuse sur la toxicité des polluants gazeux

ont possiblement contribués a la variabilité des résultats observée en SPA.

Selon le fabricant, le charbon actif n’est pas adapté pour éliminer le bioxyde de soufre
et les oxydes d’azote. De plus, son rendement ne serait pas de 100% pour la neutralisation de
I’ozone. Cependant, les mesures de contrdle effectuées dans notre chambre n’ont révélé que
des traces d’ozone et de bioxyde de soufre. Des concentrations, inférieures & 5 ppb et souvent
a la limite de précision des analyseurs, témoignent de la grande efficacité du filtre au charbon
actif pour la neutralisation de 1’0zone, et du filtre contenant les spheres imprégnées de
permanganate de potassium pour la neutralisation du bioxyde de soufre. Les performances de
la chambre de fumigation témoignent du succeés de sa conception. Cependant, il faut garder
a D’esprit que les conditions qui y prévalent sont artificielles et que la durée du traitement ne

représente qu’une fraction de la durée de vie de la plante.

D) Conclusion

Les performances de notre chambre de fumigations se sont révélées satisfaisantes. Nous
recommandons néanmoins la relocalisation de la chambre ou la mise en place d’un systéme
permettant de contréler la température de méme que I’humidité. Ces modifications devraient

assurer une meilleure stabilité de ces deux parametres durant les fumigations et entre celles-ci.
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PRODUCTION DE SEMIS D’ERABLE A SUCRE

A PARTIR DE GRAINES

A) Problématique

Le littérature fait mention de di.fférences, en fonction de 1I’4ge, dans la réponse des plantes
exposées aux polluants gazeux. Il s’aveére donc intéressant de mesurer les effets d’une
fumigation 2 1’ozone ou au bioxyde de soufre sur des plantes d’dges différents. Des
sauvageons agés entre 5 et 7 ans constituaient un des groupes utilisé€s. Cependant, il nous était
impossible d’utiliser ces sauvageons durant plus de 4 mois, période durant laquelle les feuilles

présentent une certaine stabilité morphologique et physiologique.

La production de semis 2 partir de graines allait nous permettre, d’une part, d’obtenir des
plantules d’un groupe d’ages différent de celui des sauvageons et, d’autre part, d’avoir a notre
disposition du matériel végétal durant 1’année enti¢re. Nous avons donc entrepris 1a mise au

point d’une méthode de stratification satisfaisante des graines d’érable 2 sucre.

B) Matériel et méthodes

Des graines d’érable a sucre ont été obtenues du Centre national de graines d’arbres de

Petawawa (Institut Forestier National de Petawawa, Chalk River, ON). Ces graines subissent
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une séparation au n-pentane avant leur entreposage. Cette méthode de séparation, tres efficace
(Carl & Yawney, 1969; Yawney & Carl, 1969), permet de repérer et d’éliminer les graines

vides, plut6t abondantes (jusqu'a 50%) chez cette espece (Nordine, 1952).

Suivant des indications fournies par N. Brassard, de I’Institut Armand Frappier, nous
avons procédé a une série d’essais de stratification. Selon cette premiére méthode, il fallait:
1- faire tremper les graines; 2- enlever leur péricarpe; 3- les stériliser en surface en les faisant.
tremper dans une solution de peroxyde d’hydrogéne (H,0, 3 a 10%); 4- poursuivre tel

qu’indiqué plus loin.

L’étape 2 offre I’avantage d’éliminer les graines vides et celles d’aspect douteux. Cepen-
dant, la séparation au n-pentane permet d’éliminer virtuellement toutes les graines vides. NoS
observations permettent d’évaluer a plus de 95% le taux de séparation. L’enlévement du
péricarpe demeure un travail fastidieux qui mérite d’étre effectué qu’a la condition d’obtenir

un trés bon taux de germination et un faible taux de contamination.

Le taux de germination obtenu avec cette méthode, jamais supérieur & 70%, ne nous
apparait pas satisfaisant puisqu’un nombre appréciable de graines succombaient a la
putréfaction ou aux contaminations fongiques. A ce sujet, la stérilisation au H,0, nous est
apparue une étape critique. Une stérilisation trop courte se traduisant par une contamination

excessive des graines alors qu’une stérilisation trop longue en provoquait la mort.

Devant I’inconvénient que constitue 1’enlévement du préricarpe, le taux de germination
peu élevé et la contamination des graines, nous avons recherché un meilleur protocole. Afin
de lever la dormance, trés profonde chez 1’érable a sucre (Webb & Dumbroff, 1969; Janerette,

1979b), des graines emballées dans une piece de coton sont mises a tremper sans agitation,
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pour une période de 10 2 14 jours 2 4 £ 2°C, 2 I’obscurité (Janerette 1979a, b) dans un volume
d’eau distillée (Janerette, 1979b) qui représente 2 a 3 fois celui des graines. L’eau distillée
donnerait un taux de germination supérieur a celui obtenu avec 1’eau du robinet (Janerette,

1977a, 19792a).

A tous les jours, le ballot de graines est rincé abondamment 2 ’eau courante et 1’eau de
trempage renouvellée afin d’éliminer d’éventuelles substances inhibitrices ayant diffusées des
graines (Janerette, 1977b, 1979a). D’ailleurs, 1’eau prend une coloration brunitre évidente
pendant toute 1a durée du trempage. Cette coloration provient vraisemblablement des composés
phénoliques, abondants dans le péricarpe de ces graines (Enu-Kwesi & Dumbroff, 1980). Nous

n’avons cependant pas cherché 2 identifier le ou les composés présents dans 1’eau de trempage.

La température choisie semble la plus propice pour cette étape de la stratification (Webb
& Dumbroff, 1969; Webb, 1974; Janerette, 1979a). De plus, les conditions d’anaérobiose
partielle qui prévalent pendant le trempage favoriseraient la levée de la dormance (Janerette,
1979a). Non seulement le trempage réduirait considérablement la période de stratification
(Webb & Dumbroff, 1969; Webb, 1974; Janerette, 1979a), de plus il donnerait des résultats
optimaux avec Acer saccharum (Janerette, 1979b, ¢). Les graines non utilisées pour la
stratification sont entreposées au réfrigérateur (4°C) dans un contenant étanche a 1’abri de
I’humidité. Ces conditions permettent un entreposage prolongé des graines sans perte apprécia-

ble de viabilité et de vitalité (Yawney & Carl, 1974).

A la fin de la période de trempage, les graines sont étalées sur un lit de sable de quartz
(= 4 cm de profondeur) préalablement stérilisé et humidifié. Bien que d’autres milieux de
stratification donnent d’aussi bons résultats (Carl & Yawney, 1966), la disponibilité et la

facilité d’utilisation du sable (lavage, stérilisation et manipulation) justifient notre choix. Les
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plateaux a germination (26 cm x 52 ¢m) munis de couvercle, utilisés pour la suite du processus
de stratification, sont stérilisés en surface au moyen d’une solution diluée d’hypochlorite de

calcium puis rincés a fond a 1’eau courante.

Ces plateaux peuvent contenir jusqu’a 300 graines sans qu’elles ne se touchent. Un trop
grand nombre de graines augmente les risques de contamination massive. De plus, il provoque
un encheveétrement des racines qui complique le transfert en pot. Un fongicide systémique
(Benomyl, Wilson’s Laboratories, Dundas, ON), sous forme de poudre mouillable (5 mL-L™?),
est appliqué au moyen d’un atomiseur en quantité suffisante pour mouiller toutes les graines

avant leur entreposage dans la chambre froide (4 £ 2°C) a 1’obscurité.

Aprés une période minimale d’environ 35 a 40 jours, la germination est suffisamment
avancée pour effectuer les premiéres transplantations. Cette période peut s’étendre de 60 a 90
jours si le trempage des graines ne dure que 24 h (Carl & Yawney, 1966). Seules les graines

pourvues d’une racine dont la longueur varie entre 3 3 10 cm sont utilisées.

A partir de ce moment, un prélévement périodique des graines germées est effectué en
prenant soin de retourner les plateaux de germination a la chambre froide. Du fongicide est
occasionnellement appliqué et les graines présentant des signes évidents de contamination ou
de putréfaction sont éliminées. L’absence de synchronisme dans la germination nous a forcé
a poursuivre la stratification pour une période maximale de 90 jours. Cette période correspond

a I’achévement du processus de germination pour 1’érable a sucre (Carl & Yawney, 1966).

Les semis sont transplantés dans des pots de 64 cm? (6 cm de profondeur) contenant un
mélange de terre organique : tourbe de sphaigne : vermiculite : sable (2:1:1:0.5 par

volume). Finalement, nous les plagons dans une chambre de croissance jusqu’au moment de
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leur utilisation. Lors du transfert en chambre de croissance, une thermopériode de 30/20°C
(jour/nuit) est recommandée (Anonyme, 1948). Ces conditions ne pouvant étre obtenues dans

notre chambre, une température fixe d’environ 20°C fut sélectionnée.

Les conditions suivantes prévalaient dans la chambre de croissance: une photopériode de
14 h (10 h d’obscurité), une intensité lumineuse au niveau du feuillagel de 15+ 5 W-m?, une
température de 22 + 2°C et une humidité relative de 55 + 5%. La température ainsi que
I’humidité relative étaient enregistrées continuellement au moyen d’un hygrothermographe 2

tambour (modele 8369; Cole-Palmer Instrument Co., Chicago, IL).

Des lampes au sodium & haute pression (Lumalux LU400, GTE Sylvania, ON)
fournissaient 1’éclairage de la chambre de croissance. Afin de minimiser les effets potentiels
des différences dans les conditions environnementales dans la chambre de croissance, les

plantules sont déplacées aléatoirement de temps 2 autre.

Les semis étaient arrosés trois fois par semaine avec une solution nutritive compléte
(Erdmann ez al., 1979). Le pH de cette solution varie entre 4.5 et 5.0 lors de la préparation
mais est ajusté a 5.6, ce qui correspond au pH de 1’eau en équilibre avec le bioxyde de carbone
atmosphérique (Ulrich & Matzner, 1986). Le tableau 26 présente la composition de la solution
d’arrosage complete et le tableau 27 présente la source des compos€s utilis€és pour sa
préparation. De 1’engrais de croissance pour jeunes plants forestiers (N-P-K, 11%, 41% et 8%
respectivement; Plant Products Company Ltd., Bramalea, ON) est ajouté a la solution

d’arrosage une fois par mois selon les recommandations du fabricant.

1  Cette intensité lumineuse correspond & environ 75 + 25 pmol's’-m? de radiations actives photosynthétiquement.
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Tableau 26

Composition de la solution d’arrosage

258

MACRO-ELEMENTS
COMPOSE MASSE MOLAIRE CONCENTRATION
OU SEL (g) FINALE (M)
KNO, 101.10 2 x 1073
Ca(NO,),"4H,0 236.15 3x 103
MgSO,7H,0 246.48 | 2 x 107
KH,PO, 136.09 2 x 10°
MICRO-ELEMENTS
COMPOSE MASSE MOLAIRE CONCENTRATION
OU SEL (g) FINALE (M)
FeNa-EDTA 367.05 89 x 10°®
H,BO, 61.83 37 x 10°
MnCl,-4H,0 197.91 7 x 10
ZnCl, 136.28 7 x 107
CuCl,2H,0 _ 170.48 3 x 107
MoO, 143.94 3 x 107

(D’aprés Erdmann et al., 1979)
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Tableau 27

Provenance des composantes de la solution d’arrosage
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MACRO-ELEMENTS
C(())[]}“S)EEE SOURCE
KNO, Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ
Ca(NO,),4H,0 Aldrich Chemical Co., Inc., Milwaukee, WI
MgSO,7H,0 Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ
KH2PO4H Anachemia, Montréal, QC
MICRO-ELEMENTS
C(())I]}“S)EEE SOURCE
FeNa-EDTA J.T. Baker, Phillipsburg, NJ
H,BO, Mallinckrodt, Paris, KC
MnCl,-4H,0 Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ
Zn(Cl, Aldrich Chemical Co., Inc., Milwaukee, WI
CuCl,2H,0 Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ
MoO, Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ
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C) Résultats

La période initiale de trempage peut varier de 10 a 20 jours sans modifier de fagon
évidente la germination des graines. La température semble cependant avoir un effet
déterminant sur le processus de stratification. En effet, nous avons observé une réduction du
taux et de la précocité de germination des graines lorsque le plateau était situé dans une région

de la chambre présentant une température légérement supérieure a 5°C.

L'utilisation du fongicide, au début de la période de stratification et lors du transfert en
terre, a permis de réduire considérablement la contamination des graines. Notre protocole nous
permet d’obtenir un taux de germination variant entre 75 et 85%. Ce pourcentage exclus les
graines germées présentant des signes. de contamination. Ce taux se compare avantageusement

a celui obtenu par le fournisseur de graines (36%) et celui obtenu avec notre premiére méthode.

Les choses se compliquent lors du transfert en terre. Plusieurs graines ne dépassaient pas
le stade cotylédonnaire et mourraient avant 1’émergence des feuilles. D’autres semis
périssaient entre le moment du transfert en terre et la pleine expansion des premiéres
feuilles. Cette étape s’avere donc la plus limitative car seulement 10 & 20% des graines ont

survécu plus d’un mois. Le nombre de semis obtenu suffisait cependant pour nos besoins.

D) Discussion

La dormance particulierement profonde des graines d’érable a sucre (Webb & Dumbroff,
1969) et notre besoin d’un nombre important de semis a justifié nos efforts pour mettre au

point un protocole de stratification. Bien que la littérature contient un nombre important
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d’informations sur les processus de stratification et de germination des graines d’érable 2 sucre,
la production massive de semis sains et viables n’est pas évidente. En effet, plusieurs
tentatives se sont soldées par un échec ou un succeés mitigé (N. Brassard, Institut Armand

Frappier et M. Bettez, Pépini¢re Expérimentale de Berthierville, communications personnelles).

Selon Webb & Dumbroff (1969), les téguments (testa) offrent une barriére efficace contre
le passage de 1’eau, complétant ainsi 1’inhibition métabolique de 1’embryon. Ce point rejoint
les propos de Janerette (1977b) qui suggeére que les téguments ainsi que les cotylédons sont
impliqués dans la dormance des graines. Cette barriére au passage de 1’cau nécessite une

longue stratification (Webb & Dumbroff, 1969).

Nos essais préliminaires n’ont pas donné de bons résultats. La premiere méthode évaluée
comprenait 1’enlévement du péricarpe des graines, étape fastidieuse. De plus, ce protocole
comprenait la stérilisation des graines au peroxyde d’hydrogéne, opération délicate dont la
durée constitue un facteur critique. Les graines ainsi préparées nous semblaient plus sensibles
aux contaminations et 2 la putréfaction. Des problémes similaires ont ét€ rapportés par Webb
et Dumbroff (1969) avec des graines nues (sans péricarpe, ni tégument). Cette facon de
procéder fut donc abandonnée et remplacée. Signalons qu’une augmentation de la concentra-
tion des cytokinines serait en mesure de contrecarrer 1’effet d’inhibiteurs endogeénes (Van
Staden et al., 1972), donc potentiellement capable de réduire la durée de la période de

statification. Nous n’avons cependant pas exploré cette avenue.

Le fongicide utilisé s’est avéré tres efficace puisque moins de 15% de graines présentait
des signes de contamination. Ce résultat contraste avec les observations rapportées par Carl
& Yawney (1966), qui n’ont pas utilisé de fongicide, et ce que nous avons obtenu lors de nos

essais préliminaires de stratification.
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Notre taux de germination est légérement inférieur 3 ceux rapportés par d’autres auteurs.
Ainsi, Chandler (1938) a obtenu un taux de germination de 98% sur du sable. Ce pourcentage
ne tient pas compte des graines vides qui représentent entre 20 et 74% des lots de graines
utilisés par cet auteur (Chandler, 1938). Un pourcentage de germination similiaire a été obtenu
par Janerette (1978) alors que Yawney & Carl (1974) rapportent un taux supérieur 3 90%. La

fraicheur des graines ainsi que leur provenance peuvent expliquent les différences observées.

Nous avons donc réussi a faire germer en grand nombre nos graines. Cependant, c’est
essentiellement apres leur transfert en pot que nous avons connu le plus de difficultés. En
effet, plusieurs plantules ne dépassaient pas le stade cotylédonaire et succombaient en quelques
heures ou quelques jours apres leur transfert dans la chambre de croissance. De plus, en dépit
de I’intensité lumineuse modérée dans la chambre de croissance et du recours a une solution
d’arrosage, de nombreux semis présentaient des nécroses foliaires. Ces spécimens n’étaient

pas conservés et seul les semis visiblement en bonne condition servaient pour nos expériences.

D) Conclusion

I1 s’avere donc possible de faire germer en grand nombre et sans trop de difficultés les
graines de 1’érable 2 sucre. Notre faible taux de survie lors du transfert en pot trouve
possiblement sa source dans 1’absence de champignons mycorhiziens spécifiques a 1’érable 2
sucre dans le mélange de terre utilisé. Ce point mérite d’étre examiner par ceux qui désirent

procéder a la germination des graines de cette espéce.



ANNEXE III

RELATION ENTRE LE SIGNAL PHOTOACOUSTIQUE

ET CERTAINS PARAMETRES PHYSIOLOGIOUES

Nous savons que la photosynthése permet aux plantes de harnacher 1’'énergie contenue
dans les radiations solaires et de 1'utiliser & des fins de synthése, de croissance et développe-
ment. Les diverses techniques utilisées en écophysiologie (spectroscopie de fluorescence,
analyseur de CO, 2 infra-rouge, mesure de 1’activité enzymatique,...) nous ont permis de
constater qu’il existe des relations entre 1’activité photosynthétique et certains paramétres
physiologiques comme le rendement d’une plante. Cependant, ces relations ne sont pas

toujours linéaires et quelquefois fort complexes.

A) Objectifs

Puisque la SPA permet d’estimer la photosynthése via 1’emmagasinage d’énergie
photosynthétique et la production d’oxygene, nous avons cherché a déterminer si des relations
existaient entre les divers paramétres PA (composante thermique maximale, composante
d’oxygene, normalisée ou non, et emmagasinage d’énergie photosynthétique) et certaines
parametres physiologiques (masse fraiche, masse séche, teneur en eau). Nous! avons donc

entrepris une série d’expériences avec diverses espéces dont d’érable 3 sucre ol, en plus des

1 Les expériences décritent dans cette annexe ont été effectuées en collaboration avec le Dr Marc Charland.
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mesures PA, un dosage des pigments, des mesures de la masse fraiche et de la masse se¢che
étaient effectuées. La comparaison entre les parameétres PA et physiologiques devraient nous

permettre de vérifier I’existence de relations entre ceux-ci.

Un autre objectif de cette étude consistait 2 vérifier 1a possibilité de déterminer le contenu
en chlorophylles totales des échantillons analysés. La plupart des techniques de quantification
des pigments reposent sur ’extraction au moyen de divers solvants comme 1’acétone, 1’éthanol,
le méthanol, I’éther di-éthylique et le N,N-diméthylformamide, et leur analyse au moyen d’une
technique spectroscopique ou chrorﬁatographique (MacKinney, 1940, 1941; Zscheile, 1941,
Amon, 1949; Vemon, 1960; White et al., 1960; Bruinsma, 1961, 1963; Ogawa & Shibata,
1965; Wintermans & De Mots, 1965; Wintermans, 1969; Hiscox & Israelstam, 1979; Moran
& Porath, 1980; Moran, 1982; Lichtenthaler & Wellburn, 1983; Ronen & Galun, 1984; Inskeep
& Bloom, 1985; Jespersen & Christoffensen, 1987; Lichtenthaler, 1987; Spencer & Ksander,
1987; Porra et al., 1989). Or, ces méthodes d’extraction comportent le désavantage d’étre
lentes et le plus souvent destructives, ce qui limitent le suivi des variations dans le temps de
tout autre parametre, y compris la teneur en pigments. De plus, entre le prélévement de
I’échantillon et la mesure spectrophotométrique, 1’opérateur risque de perdre une certaine
quantité de pigment, ce qui contribue vraisemblablement & la variabilité des résultats (Yadava,

1986).

Méme si certains de ces solvants ne requierrent pas le broyage de 1’échantillon, comme
c’est le cas avec le N,N-diméthylformamide, il demeure intéressant de mettre au point une
méthode non-destructive de dosage des pigments. L’établissement d’une ou plusieurs
corrélations entre les paramétres PA et la quantit€é de pigment ou d’autres parameétres
physiologiques, ferait de cette technique la plus polyvalente actuellement disponible pour

I’étude de la photosynthese.
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B) Matériel et méthodes

Une premiere série de mesures a été effectuée avec des spécimens prélevés sur des plantes
situées sur le campus de 1'université (érable de Norvége et peuplier 4 grandes dents) ou cultivés
dans notre chambre de croissance (tabac). Suite aux résultats obtenus lors de ces premiéres
expériences, nous avons décidé de nous concentrer sur le cas de 1’érable a sucre pour la

seconde série de mesures.

1) Matériel végétal

Au début de cette étude, nous avons présumé que s’il existe une relation entre
certains parametres PA et physiologiques, celle-ci devrait se manifester de fagon universelle
chez les diverses especes végétales. Nous avons donc effectué des mesures (aoit et septembre

1989) sur trois espéces différentes.

Des feuilles ont été prélevées aléatoirement, & moins de 2 m du sol, sur deux érables
de Norvege (Acer platanoides L.) d’une dizaine de metres de hauteur. Les feuilles de peuplier
a grandes dents (Populus grandidentdta Michx.) proviennent de 3 arbres différents échantillon-
nés 2 moins de 2 m du sol. Les prélévements ont été effectués entre le 28 aoft et le 7
septembre. Des plants de tabac (Nicotiana tabacum L. cv. Grand Rouge), cultivés dans des
conditions similaires a4 celles maintenues pour le pois (voir chapitre V), ont également été
utilisés. Les disques proviennent des feuilles 5 & 11, & partir de 1’apex, de 5 plants de tabac
en fructification. Deux sauvageons d’érable 2 sucre ont été utilisés (voir chapitre V) pour les
mesures effectuées le 4 et le 5 juin. Des 25 disques utilisés, 12 provenaient d’une méme

feuille, les autres de feuilles différentes, mais de la méme plante.
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2) Mesures en spectroscopie photoacoustique

Pour la premiere série de mesures, nous nous sommes limités A la composante
thermique maximale. Suite aux recommandations du Dr Michel Havaux, en visite dans nos
laboratoires, nous avons utilisé la valeur de la composante thermique maximale extrapolée 2
une fréquence de 0 Hz. Cette approche repose sur 1’observation que 1I’amplitude de cette
composante serait dépendante de la morphologie de la plante, dépendance qui disparait avec
la valeur extrapolée. Des mesures en présence de 1a lumiére saturante ont donc été effectuées
a 100, 70, 40, 25 et 12 Hz fournissant ainsi 5 points pour calculer la valeur extrapolée. Pour

chacune des espéces, nous avons répété les mesures sur 30 disques.

Les conditions expérimentales lors des mesures PA sont: I, = 10 W-m™?; A, = 680
nm; I, = 360 W-m™. Les espéces utilisées et leur provenance expliquent les différences entre
ces valeurs et celles présentées au chapitre V. Pour la seconde série, les conditions sont: I,
=15 W-m?; A, = 630 nm; I, = 400 W-m™? . Dans ce cas, nous avons mesuré 1’ensemble des

paramétres PA comme pour les mesures sur 1’effet des polluants gazeux.

Afin de savoir si nous pouvons approximer la quantité de pigments présents dans
les disques de feuilles de peuplier a grandes dents, nous avons mesuré T” aux mémes longueurs
d’onde que celles utilisées lors du dosage spectrophotométrique des pigments (470.0, 646.8 et
663.2 nm). Nous avons vu au chapitre IV que I’intensité lumineuse du faisceau d’analyse
differe en fonction de la longeur d’onde. Les valeurs d’Ar, ont donc €t€ normalis€es par la
valeur obtenue avec un corps noir 2 la méme longueur d’onde. En restituant 1a presque totalité
de la lumitre absorbée, le corps noir constitue une bonne référence pour évaluer 1’intensité

lumineuse aux diverses longueurs d’onde.



ANNEXE III: SIGNAL PA ET PARAMETRES PHYSIOLOGIQUES 267

3) Evaluation des parameétres physiologiques

Par parametres physiologiques, nous entendons la teneur en pigments (chlorophylles
a et b, caroténoides), les masses fraiches et séches de méme que le pourcentage d’eau des
disques de feuilles. La valeur de ces parametres dépend des conditions environnementales et
influence 1’activité photosynthétique. Pour sa part, le signal PA dépend des propriétés
d’absorption lumineuse et de diffusion thermique de la feuille. Nous espérons donc trouver
une relation entre le signal PA et le contenu en pigments, qui jouent un réle déterminant dans
I’absorption lumineuse, et/ou la teneur en eau, la masse fraiche ou se¢che, qui influencent les

caractéristiques de diffusion thermique.

Nous avons déterminé la quantité de pigments présents dans les disques de feuilles
utilisés pour les mesures PA. L’instabilité des pigments chlorophylliens (Zscheile & Comar,
1941) impose le recours a une méthode rapide d’extraction. Cependant, dans plusieurs cas, le
dosage ne pouvait étre effectué immédiatement aprés les mesures PA. Dans ces cas, les
disques de feuille utilisés pour ces mesures étaient conservés au congélateur (-15 * 4°C) dans
environ 5 ml d’acétone 80% (B & J ChromaPure, Baxter Healthcare Corp., Burdick & Jackson

Div., Muskegon, MI). L’extraction et le dosage se faisaient moins de 4 h apres la mesure PA.

Le choix de ’acétone 80% comme solvant d’extraction au lieu de 1’acétone de
concentration supérieure est justifié par le fait que les caractéristiques d’absorption des
chlorophylles et des phéophytines sont moins affectées par les variations de la teneur en
eau. En effet, le broyage des feuilles introduit généralement une certaine quantité d’eau qui
vient diluer 1’acétone. Dans notre cas cependant, la petitesse des échantillons permet de
considérer comme négligeable la dilution du solvant d’extraction qui résulte du broyage

(variation inférieure a 0.2 % pour 1’érable a sucre).
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Le solvant de méme que la verrerie utilisés lors de 1’extraction et du dosage sont
refroidis a la température de la glace fondante (entre 0 et 5°C). L’extraction est effectuée dans
une chambre froide (4°C) en présence de lumigre verte tamisée. Les disques sont broyés au
moyen d’un mortier et d’un pilon d'agathe. Ce matériau est préférable a la porcelaine qui
retient trop fortement les pigments a ses parois. Le broyage est facilité par I’utilisation d’une

petite quantité de sable de quartz lavé (Fisher Scientific Co., Montréal, QC).

La purée résultant du broyage ainsi que 1’acétone utilisée pour rincer le mortier et
le pilon sont recueillies dans un tube 2 centrifugation. Fermés hermétiquement, ces tubes
peuvent étre maintenus au froid et a 1’obscurité pour une période n’excédant pas 1 h sans effet
délétere (Holden, 1976). Les tubes sont ensuite centrifugés pendant 10 min dans une
centrifugeuse clinique (modele Clinical, Damon, International Equipments Co. Div., Needham
Heights, MA) réglée a la position cinq. Le surnageant est recueilli dans une fiole de 10 mL

et le volume complété 2 1a ligne de jauge avec de 1’acétone 80% froide.

Des cuvettes de quartz sont utilisées en conjonction avec un spectrophotométre
(modeéle 553 Fast Scan UV/VIS, Perkin-Elmer, Coleman Instrument Div., Oak Brook, IL). Le
dosage est alors effectué et les concentrations de pigments déterminées en utilisant les
coefficients proposés par Lichtentﬁaler (1987). Une pratique courante en écologie et en
physiologie végétale consiste 2 exprimer le contenu pigmentaire d’une feuille ou d’un
échantillon par unité de surface ou par unité de masse fraiche. Dans la mesure du possible,
nous avons adopté une telle présentation en exprimant le contenu pigmentaire par disque de

feuille. Rappelons que la surface des disques est constante et d’une valeur de 2.54 ¢cm?.

Puisque les disques de feuilles ayant servi a 1a détermination des paramétres PA sont

détruits lors du dosage des pigments, nous avons procédé A I’échantillonnage suivant. Des
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disques, provenant d’une position symétrique par rapport a la nervure centrale, sont prélevés
sur les mémes feuilles que celles- utilisées pour les mesures PA. Cette fagon de procéder
permet de prélever des disques morphologiquement et physiologiquement trés similaires 4 ceux

analysés en SPA.

Ces disques sont déposés dans des coupelles d’aluminium préalablement pésées et
convenablement identifiées pour la détermination de la masse fraiche. La célérité est de
rigueur et, de fagon générale, 1’opération prend moins d’une minute, minimisant ainsi les pertes
de poids par évapotranspiration. Les coupelles sont par la suite placées dans une étuve, réglée
a 90°C, pour une période de 24 2 48 h, jusqu’a I’obtention d’un poids constant. Cette période
suffit largement pour assurer la déshydratation compléte des disques de feuilles. Apres
déshydratation, les coupelles et leur contenu sont pesés & nouveau et les masses seéches ainsi

que les teneurs en eau, exprimés en pourcentage de la masse fraiche, sont alors calculées.

C) Résultats

Les valeurs moyennes des paramétres, déterminés pour la premiére série de mesures, sont
présentées au tableau 28. Nos tenta'tives pour trouver une corrélation entre ces paramétres et
la composante thermique maximale extrapolée 2 0 Hz se sont avérées infructueuses. Ainsi,
pour les trois especes éiudiées, le coefficient de corrélation (1) le plus €levé que nous avons
obtenu était de 0.22 témoignant d’une grande dispersion des résultats en dépit du nombre élevé
de mesures. Devant 1’absence de corrélation nous avons jugé inutile de présenter les valeurs
des analyses statistiques. Nous avons cependant obtenu d’excellents coefficients de corrélation
pour les droites de régression utilisées pour 1’évaluation des valeurs extrapolées (2 > 0.97).

Cette relation de linéarité est prévue par la théorie photoacoustique.
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Tableau 28

270

Valeurs moyennes des paramétres physlologiques mesurés chez trois espéces

Erabl‘t,aégg Nor- Petgzl;e; :ngt;;an- Tabac
Chlorophylle a (ug) 63 + 14 807 60+ 10
Chlorophylle b (ug) 28+ 7 28+ 3 26t 6
Caroténoides (ng) 17+ 3 20+ 2 13+2
Rapport chl a/chl b 23202 29+0.2 23+03
poids frais (g) 27.91t45 35.9 £ 3.1 401+ 71
poids sec (q) 13.2+23 172+ 21 45+15
pourcentage d'eau 52.7+24 52.0 £ 3.7 89.0+£1.5

Moyenne de 30 spécimens + écart-types.

Nous avons effectué¢ de nouvelles mesures en utilisant un sauvageon d’érable a sucre.
Dans ce cas, le seul parametre physiologique évalué fut le contenu pigmentaire. En SPA, nous
avons mesuré la composante thermique maximale, I’emmagasinage d’énergie ainsi que la
composante d’oxygene (tableau 29). Dans ce cas également, nos tentatives pour trouver une
corrélation entre les parametres PA (Ar,, EEP, Ao, et Ao,/Ar,) et le contenu pigmentaire
(chlorophylle a, b, a et b, caroténoides, pigments totaux) des disques n’ont pas porté fruits (r*
< 0.18). Finalement, les mesures de T™ a différentes longueurs d’onde n’ont pas permis
d’établir de corrélation entre ce parametre et la quantité de pigments déterminée avec le dosage

a ’acétone.

Pour I’ensemble des corrélations que nous avons essayé d’établir, 1a dispersion des points
expérimentaux ne nous permet pas d’établir de relation mathématique (linéaire, logarithmique,
exponentielle, factorielle,...). Un exemple de dispersion des résultats est présenté a la figure

26 ol ’on vérifiait 1a relation reliant T™ au poids frais (r* = 0.22).
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Tableau 29

Parametres photoacoustiques et contenu pigmentaire des disques de feuilles d’un
sauvageon d’érable a sucre

Paramétres photoacoustiques Contenu pigmentaire’
A., (mV) 6.7+0.9 Chlorophylle a (ug) 64+ 4
EEP (%) 215+1.6 Chlorophylle b (ug) 26 +£3
Ao, (mV) 1.5+ 0.7 | Caroténoides (ug) 15+2
Ao, /A, 0.22 + 0.09 || Rapport chl a/chl b 25+0.2

Moyenne de 25 mesures * écart—t;gye.
Le contenu pigmentaire est exprimé par disque de feuille.

D) Discussion

Nous pouvons retrouver dans la littérature plusieurs exemples de corrélation entre des
parametres physiologiques et 1’activité photosynthétique. Par exemple, McClendon (1962),
utilisant des données publiées par un autre auteur, a démontré que 1’activité photosynthétique
maximum variait linéairement en fonction de la densité de la feuille ("density thickness™)
exprimée en terme de poids frais par unité de surface. Holmgren (1968) a rapporté, pour des
écotypes de Solidago virgaurea L., que la résistance au passage du CO, dans la phase liquide
du mésophylle diminuait en fonction d’une augmentation du poids sec par unité de surface
foliaire. Une augmentation de cette résistance se traduit normalement par une réduction de
’activité photosynthétique. Enfin, Domhoff & Shibles (1970) ont obtenu une corrélation

positive entre le poids frais (et poids sec) et la photosynthese chez Glycine max (L.) Merr.

Puisque 1a SPA permet d’évaluer I’activité photosynthétique, nous sommes surpris par

1’absence de corrélation obtenue dans cette étude. Nous avons limité notre recherche a la
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détermination d’une relation linéaire entre les parameétres photoacoustiques et physiologiques.
Cependant, I’examen des résultats, sous forme de diagrammes de dispersions, -témoigne de

I’absence de relation entre ces parametres (dispersion aléatoire des points, figure 26).

Nous avons vu que la théorie photoacoustique fait intervenir les propriétés thermiques de
I’échantillon. Dans le cas des feuilles, nous pouvons supposer que 1’eau, présente en
abondance dans les tissus (tableau 28), devrait avoir une influence prépondérante sur leurs
propriétés thermiques. Cependant, nous avons observé aucune corrélation significative entre
les divers parametres PA et la teneur en eau des disques de feuilles. Si notre hypothese d’une
contribution prépondérante de 1’eau dans la détermination des propriétés thermiques de la
feuille est fausse, ce r6le appartient alors aux autres composantes de la feuille. Collectivement,
ces autres composantes sont déterminées par la masse séche. Cependant, aucune corrélation
n’a pu étre établie entre les divers parametres PA et la masse séche des disques de feuille. 1l
semble donc que 1’amplitude du signal PA, et plus particuliérement de 1a composante thermique

maximale, sont indifférentes a la teneur en eau et A la masse seéche du spécimen.

L’idée de caractériser les pigments de la feuille in situ au moyen de la SPA a déja été
étudiée par Ortner & Rosencwaig (1977). Cependant, ces auteurs ont appliqué cette technique
d’une fagon différente de la nétre. Ils ont exploité la possibilité de prendre des spectres in
vivo, au moyen de la SPA, pour identifier les pigments présents dans diverses espéces de

phytoplanctons marins.

Bien que non destructrice, 1’analyse des pigments foliaires par spectrophotométrie n’offre
qu’une faible résolution comparativement a 1’analyse d’extraits pigmentaires (Ortner &
Rosencwaig, 1977). De plus, certains pigments semblent plus difficiles que d’autres a détecter

ou nécessitent un dispositif d’analyse a basse température (Meeks, 1974).



ANNEXE III: SIGNAL PA ET PARAMETRES PHYSIOLOGIQUES 274

La chromatographie de cellules ou de feuilles intactes n’est pas possible et 1a spectrosco-
pie de fluorescence n’informe que sur les pigments dont nous détectons la fluorescence,
notamment la chlorophylle a (Ortner & Rosencwaig, 1977). Les limitations des techniques
conventionnelles de quantification des pigments, associées A la possibilitée d’établir des

relations simples entre les parametres PA et physiologiques, justifiaient notre démarche.

Les faibles coefficients de corrélation obtenus entre les divers parametres PA et les
contenus pigmentaires des échantillons analysés peuvent surprendre a prime abord. En effet,
Yadava (1986) a obtenu, pour des feuilles de pécher (Prunus persica (L.) Batsch), un
coefficient de corrélation significatif ( = 0.71) entre la teneur en chlorophylles totales par
unité de surface et la transmittance mesurée au moyen d’un spectrophotometre portatif (SPAD-
501, Minolta Corp., Japon). Marquard & Tripton (1987) présentent des résultats encore
meilleurs, avec des coefficients de corrélation variant entre 0.83 et 0.97 pour 12 espéces
différentes. De fagon similaire, Stamps & Boone (1988) rapportent des r* variant entre 0.82

et 0.90 pour trois especes de plantes ornementales.

Il semble donc que la transmittance constitue un bon indicateur de la teneur en
chlorophylles totales chez plusieurs espéces. Alors comment expliquer1’absence de corrélation
entre les divers parametres PA et la teneur en pigments de nos échantillons? Pour tenter de
répondre 2 cette question, il convient de mentionner que les mesures PA ne dépendent pas de
la quantité de lumiére transmise par 1’échantillon mais plut6t de la quantité absorbée (voir
chapitre 1V). Cette premiére différence entre les deux techniques (spectrophotometre portatif

et SPA) permet probablement d’expliquer une partie des différences observées.

Alors que les résultats obtenus avec le spectrophotométre portatif ne dépendent que des

propriétés optiques de la feuille, le signal PA, tant qu’a lui, dépend a la fois de ces dernieres
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et des propriétés thermiques (et possiblement mécanique) de 1'échantillon. Sur ce demier
point, rappelons que la teneur en eau, généralement élevée chez les tissus végétaux détermine
en majeure partie ses propriétés thermiques. Il faut donc s’attendre 4 ce que la variation,
observée dans la teneur en eau des disques de feuille, vienne s’ajouter aux autres sources de

variation.

Bien que non spécifiés par les auteurs, les coefficients de corrélation entre 1a teneur en
chlorophylles totales par unité de masse fraiche et les mesures prises au spectrophotométre
portatif ne seraient pas aussi bons que lorsque ce demier paramétre est corrélé a la teneur en
pigments par unité de surface (Marquard & Tripton, 1987). Ce point s’explique probablement
en considérant la variabilité additionnelle introduite lorsque 1'on tient compte de la teneur en
eau. Ce paramétre présente en effet une variabilité non-négligeable pour 1'érable de Norvege

et le peuplier a grandes dents comme en témoigne nos résultats au tableau 28.

E) Conclusion

Le signal photoacoustique ne semble pas corrélé a la teneur en eau et en matie¢re séche
des disques de feuille. Ces deux paramétres présentent cependant une importance cruciale pour
1a physiologie de 1a feuille. Nous devons donc conclure que 1a spectroscopie photoacoustique
n’est pas en mesure de rendre compte des variations de ces paramétres, ce qui en diminue
I’intérét pour une application en écophysiologie. Ce point prend encore plus de sens, sachant
que le signal PA semble indifférent a la teneur en pigments de la feuille. D’autre appareil,
comme le spectrometre portatif (SPAD), semble mieux adapté lorsque la détermination non-

destructive du contenu pigmentaire d’un spécimen est requise.
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Nous avons proposé plusieurs causes pour expliquer la variabilité¢ des résultats obtenus
lors des traitements avec les polluants gazeux. Nous venons de constater 1’indifférence du
signal PA vis-2-vis la teneur en eau, de la masse séche et du contenu en pigments. Une
question qui nous vient alors a 1’esprit est: "Le modele théorique proposé par Rosencwaig et
Gersho est-il vraiment en mesure de rendre compte de la nature hétérogeéne de la feuille?".
Cette question mériterait qu’on s’y attarde en adoptant une approche théorique avec

vérifications expérimentales. La porte est donc ouverte aux aventureux.



