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Intitulé : Réponses ecotoxicologiques aux stress abiotiques induits par une pollution

atmosphérique particulaire chez Pinus halepensis Mill. et Cupressus sempervirens L.

Résumé

Ce travail se consacre a 1’é¢tude de I’impact potentiel attribué aux rejets de particules de
poussiéres d’une cimenterie, sur le mécanisme métabolique de coniféres, dans cing stations de
prélevements, dans des conditions de milieux naturels dans la région de Constantine, en
Algérie. Trois parameétres biochimiques sont sélectionnés : la teneur en Chlorophylles, en
Proline et en Sucres solubles. Les espéces choisies ont montré une grande sensibilité a
I’exposition continue. Les analyses qualitatives par spectroscopie Raman et Diffraction des
rayons X, pour des échantillons de poussiéres collectés sur le systeme foliaire sont effectuées
dans le but d’identifier les substances responsables des changements observés. Ces outils de
caractérisation ont permis de déterminer localement, les différentes phases présentes. Le
traitement chimiométrique des données spectrales a pu identifier des produits majoritaires
(CaCO3, K2COs, CoS et C3S) et d’autres minoritaires (TiO, et Ca0), la plupart étant des
dérivés de ciments. La méthode SIMPLISMA est utilisée pour extraire les spectres de
composés purs des especes chimiques complexes présentes dans le mélange et les profils de
concentrations associés. Les contraintes particulaires du milieu ont une influence
déterminante sur la situation des arbres, avec des variations hautement significatives du
contenu en métabolites. Les teneurs en chlorophylles varient significativement d’une station a
une autre, la réduction observée au niveau de la station a proximité de la cimenterie est de
78,84% pour Cupressus sempervirens et 90,84% pour Pinus halepensis. Concernant la
proline, les réponses des plantes sont légerement variables. Toutefois, pour 1’accumulation
des sucres solubles, les contraintes de la pollution varient considérablement et paraissent en
relation avec les conditions environnementales.

Mots clés : Indicateurs biochimiques, pollution particulaire, Coniferales, stress, spectroscopie
Raman, DRX, SIMPLISMA, Constantine.



Entitled : Ecophysiological responses to an abiotic stress induced by atmospheric particular

pollution at Pinus halepensis Mill. and Cupressus sempervirens L.

Abstract

This work focuses on the study of the potential impact attributed to the release of dust
particles from a cement factory, on the metabolic mechanism of conifers, in five sampling
stations, under natural conditions in the periphery of Constantine, in Algeria. Three
biochemical parameters are selected : Chlorophylls and Proline and soluble Sugars contents.
The selected species showed great sensitivity to continuous exposure. Qualitative analyzes by
Raman spectroscopy and X-ray diffraction for dust samples collected on the needles are
performed in order to identify the substances responsible for the observed changes. These
characterization tools made it possible to determine locally the different phases present. The
chemometric treatment of the spectral data was able to identify major products (CaCOs,
K2CO3, C2S and C3S) and other minority products (TiO2 and CaO), most of them being
cement derivatives. The SIMPLISMA method is used to extract spectra of pure compounds
from the complex chemical species found in the mixture and associated concentration
profiles. The particles constraints of the environment have a decisive influence on the
situation of the trees, with highly significant variations in the metabolites content. The
chlorophyll levels vary significantly between stations, the reduction observed at the station
near the cement factory is 78,84% for Cupressus sempervirens and 90,84% for Pinus
halepensis. Concerning Proline, the responses of plants are slightly variable. However, for the
accumulation of soluble Sugars, the pollution constraints vary considerably and appear to be
related to environmental conditions.

Key words : Biochemical indicators, Dust pollution, Coniferals, Plant stress, DRX, Raman
spectroscopy, SIMPLISMA.
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Introduction

Ce travail se situe a I’interface entre la biologie, la chimie et I’environnement. Il s’inscrit
dans le cadre d’une collaboration entre les deux laboratoires : Laboratoire d'Instrumentation et
Sciences Analytiques de 1I’équipe Methodologie, Traitement de I'Information en Chimie, Aix-
Marseille Université (METICA) et, le Laboratoire d’Ecotoxicologie et Stress Abiotiques

(LESA) de I’Université des freres Mentouri de Constantine.

Les coniféres représentent une richesse forestiere inestimable en tant que matériel biologique
de qualité, que ’'Homme a de tout temps exploités de différentes maniéres et pour divers
usages. Ces espéeces représentent une ressource vitale pour la vie en ayant un rdle écologique
de purification de I’air et de protection des sols contre 1’érosion. Ils montrent globalement une
grande plasticité vis-a-vis des conditions du milieu et font preuve d’une remarquable
tolérance aux multiples stress. Cupressus sempervirens L. et Pinus halpensis Mill. constituent
deux coniféres des plus répandus dans la zone d’étude, car ils offrent une grande diversité

foresticre, car ils se trouvent quelques fois associés a d’autres espéces forestiéres importantes.

Dans le monde entier, I'impact de la pollution sur I’environnement suscite de vives
préoccupations. Le développement des infrastructures en Algérie et plus précisément les
industries, peut étre a I’origine d’une importante augmentation du taux de polluants dans I’air
et peut affecter les étres vivants, dont particulierement la végétation. Cependant, la
quantification de cette pollution est possible en utilisant ces espéces végétales de strate

arborescente et arbustive.

Actuellement, le dépérissement est percu comme une "maladie physiologique™ typique qui
"exprime les perturbations du métabolisme, les retards de croissance ou anomalies de
développement résultant de causes altéragénes abiotiques non transmissibles d’une plante a

[’autre".

Le phénomene de dépérissement des coniferes a été signalé dans de nombreuses foréts
algériennes. Dans certaines foréts, il touche jusqu’a 20 % des arbres. Les premieres
sénescences ont été signalées il y a plus de 30 ans, ou les dépérissements semblent avoir pris

une ampleur dramatique depuis 1985.


https://www.researchgate.net/institution/Aix-Marseille_Universite
https://www.researchgate.net/institution/Aix-Marseille_Universite

En Algérie, le dépérissement spectaculaire des coniferes, principalement dans la région de
Constantine, pourrait étre explique par plusieurs hypothéses : la pollution particulaire par les
dép6ts de poussiéres générées par la cimenterie de Hamma Bouziane, la nature des éléments
constitutifs des poussieres (essentiellement les métaux lourds), la pollution atmosphérique par
les pots d’échappement du trafic routier émettant de nombreux polluants dans 1’atmosphere.
Ceux-ci sont souvent associés a 1’altération des surfaces foliaires observée et la détérioration
du couvert végétal. Parce qu’au niveau d’une cimenterie, la poussiére est générée a tous les
stades du process de production, depuis 1’exploitation de la roche jusqu’a sa distribution. Les

fines particules sont dispersées via la haute cheminée et répandues sur de vastes aires.

Une partie du travail, concernant 1’évaluation des quantités des aérosols déposés, est menée
pour évaluer l'efficacité d’interception des poussiéres par les coniféres et I'impact du dép6t
des poussieres sur les teneurs en chlorophylles et en sucres solubles dans le tissu foliaire. Le
but étant de comprendre si le dépérissement est lié a la pollution de 1’atmospheére induite par

I’industrie du ciment et ses effluents particulaires.

Les teneurs en ions métalliques chez les plantes peuvent causer différentes perturbations aux
stress. Parmi les nombreux polluants modernes qui interférent avec le métabolisme des
plantes a différents stades, les métaux lourds sont les polluants non biodégradables les plus
courants dans la littérature de par le monde. La détermination des teneurs en certains métaux
toxiques dans le tissu foliaire, permet le calcul de la corrélation avec les quantités de dépots
par unité de surface foliaire. Un suivi de la translocation de ces éléments dans la plante

précise I’effet de ces métaux au niveau de chaque organite.

Ce travail est destiné a évaluer I’impact de la pollution atmosphérique en comparant et

étudiant differents sites pollués ou non pollués. Le but est de :

1) détecter les seuils de changements métaboliques induits par le stress, par le biais des
indicateurs biochimiques. Plusieurs especes végétales sont analysées,

2) évaluer les teneurs en métaux lourds dans les poussieres de ciment collectées sur les
aiguilles du pin et verticilles des cyprés puis dans la matiére fraiche des mémes aiguilles et
verticilles; et

3) caractériser la pollution par les aérosols particulaires en dépéts sur le systeme foliaire,



4) analyser statistiquement les variations significatives de la distribution des polluants entre
les stations d’étude et la cimenterie.

Il est intéressant de se pencher sur une connaissance approfondie et rigoureuse de la
composition des différents éléments actifs dans les poussiéres, ainsi que leur distribution

spatiale en ayant recours a la Spectroscopie Raman.

L’utilisation de la Spectroscopie Raman dans les études de caractérisation de la pollution par
les particules de poussiére s’avére d’une grande efficacité. Couplée a la chimiométrie, elle
permet de ressortir, indépendamment de 1’étude quantitative, les constituants majeurs par

ordre d’abondance dans les échantillons de poussieres.

De par leurs propriétés physico-chimiques, les aérosols carbonatées et sulfatés produits par
I’industrie du ciment peuvent avoir un effet direct sur le climat en jouant un réle important
dans les processus globaux de changement climatique. Ils ont un impact certain sur les
écosystemes, les processus de chimie atmosphérique et la santé. Les carbonates particulaires

représentent I'une des classes les plus importantes des aérosols atmosphériques.

L’utilisation de la microscopie Raman confocale dans 1’étude de caractérisation de cette
pollution par les poussiéres s’avere d’un grand intérét. Couplée au traitement chimiométrique
des données, elle permet de déterminer les composantes des particules hétérogénes dans
I’échantillon, afin d’évaluer les impacts potentiels des retombées atmosphériques de
I’industrie du ciment sur certains végétaux, dans le parcours aérien qui s’étend sur une vaste

Zone.

Dans cette étude, la microscopie Raman confocale renseigne sur la composition chimique des
poussieres émises par les cimenteries et ceci a I'échelle des particules et la diffraction des
rayons X (DRX) renseigne, elle, sur la phase cristalline. Malheureusement, leur importante
hétérogenéite, méme a I'échelle du micron, induit un recouvrement important des données
spectrales. Dans ce cas, 'utilisation de méthodes chimiométriques de résolution de spectres

offre de nombreux avantages.

Le traitement Chimiométrique des données spectrales acquises en microscopie Raman permet
I’identification des différentes composantes de particules hétérogénes. Nous allons essayer de

discuter de la capacité de la microspectrométrie Raman associée aux méthodes de traitement
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des données a résoudre des spectres de poussiéres recueillies a proximité et a différentes

distances de la cimenterie.

Dans le premier chapitre, nous avons expose une synthese bibliographique résumée aux
especes végetales préconisées dans 1’étude, leur présentation simplifiée, leur systématique et
leur aptitude a faire partie des plantes qui semblent constituer des bioindicateurs de
pollution atmosphérique ; ainsi qu’une revue globale mettant le point sur trois différents
parametres biochimiques, dans le deuxieme chapitre, liés a la partie aériennes des végétaux et
sensibles a I’incidence d’événements particuliers du climat de pollution aux dépots

atmosphériques.

Le deuxieme chapitre est consacré a certaines especes polluantes, issues de 1’activité
anthropique, pouvant affecter la composition de I’atmosphére, a savoir les éléments traces
métalliques et les matiéres particulaires ; tout en considérant un aspect des plus importants,
I’écotoxicologie de ces retombées sur les especes arbustives ainsi que I’impact sur

I’environnement d’une facon générale.

Le chapitre 4 consiste en une description de la zone d’étude ainsi que les essais
expérimentaux effectués, suivi d’un rappel du matériel et des différentes méthodes
biologiques et chimiques utilisées ; et aborde la répartition spatio-temporelle des mesures, la

distribution spatiale des stations et le nombre de parameétres pris en considération.

Le chapitre 5 est consacré aux résultats des mesures des paramétres a 1’aide de diagrammes,

graphiques et tableaux, renforcés par I’analyse statistique et la discussion de ces résultats.



Chapitre 1

Monographie de Pinus halpensis Mill. et de Cupressus sempervirens L.,

et leur utilisation dans la bioindication

Les coniferes forment un grand groupe d’arbres et d’arbustes a inflorescence en cones qui
compte environ 48 genres et plus de 500 especes. Ces especes forment le groupe principal des
gymnospermes. Les gymnospermes sont des plantes faisant partie du sous-embranchement des
polyphylétiques ou phanérogames, qui inclut les plantes dont I’ovule est a nu, porté par une
feuille fertile. Tous les coniferes sont des gymnospermes, les sapins se rencontrent en
montagnes, les pins en plaines et montagnes et d’autres coniféres tels que les Thuyas, le
genévrier les cypres répandus notamment en Méditerranée. Ces especes montrent globalement
une grande plasticité vis-a-vis des conditions édaphiques, certaines font également preuve d'une

remarquable tolérance a la sécheresse.

1.1. Le pin d’Alep ou Pinus halepensis Mill.
1.1.1. Présentation de la famille des Pinaceae

La famille des Pinacées (Pinaceae), ou Abiétacées, est une famille de plantes gymnospermes,
connus aussi sous le nom de résineux, qui compte 220 a 250 espéces réparties en 11 genres.
Elles sont originaires et peuplent abondamment les régions tempérées du globe terrestre. Ce
sont des arbres d’une hauteur allant de 2 a 100 m, leurs feuilles sont sous forme d’aiguilles
vertes, piquantes ou non, longues, attachées seules aux rameaux, ou réunies par 2 ou en rosettes
(Figure 1-1) (Chagne, 2004).

Figure I-1 : Aspect géneral de spécimens de Pinus halepensis Mill. utilisés dans le travail
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Les Pinacées sont des "coniferes" portant des cones comme organes de reproduction qui ne sont
ni des inflorescences ni des infrutescences (Figure 1-2). Les cones males, ressemblant a des
chatons dresses, bien que petits, produisent une grande quantité de pollen jaune a jaune orangé
dispersé par le vent, alors que les cones femelles, plus gros, dressés sur les rameaux ou
pendants au-dessous, contiennent les ovules nus, qui, aprés fécondation, deviennent des graines
ailées. Cette famille est représentée en Algérie par trois genres : le Genre Abies (le sapin), le
Genre Cedrus (le cedre) et le Genre Pinus (le pin) (Chagne, 2004).

C’est une espece monoique unisexuée, dont la floraison s’effectue au mois de mai. Le cbne
male est considéré comme fleur ; celui femelle est une inflorescence presque terminale. Les
cones fructiféres sont isolés et demeurent accrochés durant 3 ans a I’arbre. Le bois, d’assez peu

de valeur, est cependant utilisé en construction (Lieutaghi, 2004).

Figure 1-2 : (a) aiguilles et (b) cone de Pinus halepensis Mill.

1.1.2. Présentation du genre Pinus
Les pins du genre Pinus, appartiennent a la famille des Pinaceae. Il s'agit d'arbres dont le
développement et le port sont trés variés (Lieutaghi, 2004). Le pin d'Alep est une plante
monoique a fleurs males et femelles séparées, situées sur le méme individu; et groupées en épis
(More et White, 2005).

L'inflorescence femelle ou cbne, une fois la fécondation accomplie, mdrit en deux (rarement en
trois) ans. Apres la formation des graines et I'ouverture des écailles, le cone peut tomber ou
rester sur l'arbre. Les graines sont souvent ailées, ce qui facilite leur dissémination par le vent et



I'extension de leur aire de distribution. Le genre Pinus est séparé en deux sous-genres : Pinus (2
a 3 aiguilles) et Strobus (5 aiguilles) qui regroupent un peu plus d’une soixantaine d’espéces.
Ces sous genres sont diviseés en sections, subdivisées elles-mémes en sous-sections (Chaumeil,
2006).

En Algerie, le Pin d'Alep occupe une importante place parmi les essences foresticres. C’est une
espece plastique, qui se développe dans les stations les plus diverses et supporte bien la
sécheresse, le froid et le vent. De ce fait, I’essence occupe une aire de répartition étendue vue

son adaptation au milieu (Nahal, 1962 ; Kadik, 1987).

1.1.3. Position systématique de I’espéce Pinus halepensis Mill.
Pinus halepensis est un conifere de la famille des Pinaceae qui fut décrit pour la premiere fois
par Duhamel, en 1755, sous le nom de Pinus hierosolimitana. Plus tard, Philip Miller I'a
redécrit, en 1768, sous le nom de Pinus halepensis Mill. (Nahal, 1962).

Pinus halepensis appartient au sous régne des Tracheobionta, a I’Embranchement des
Spermaphytes, au Sous-embranchement des Gymnospermes, a la Classe des Pinopsida, a
I’Ordre des Coniferales, au Sous-famille des Pinoideae, au Genre Pinus, a I’Espece Halepensis

et a la Sub espéce Halepensis (Camus, 1914).

Rapporté par Quezel en 1986, de Gaussen en 1960, le groupe halepensis du Genre Pinus
représente un des trois groupes de la section Halepensoides, caractérisé par des feuilles a deux
aiguilles et a cones caducs. Dans ce groupe, plusieurs espéces ont été décrites, mais deux
seulement sont considérées actuellement comme de véritables espéeces par la majorité des

systématiciens. Ces deux especes sont : Pinus halepensis Mill. et Pinus brutia Ten.

Les pins du genre Pinus, sont des coniféres caractérisés par le nombre d'au moins 111 espéces
décrites dont beaucoup sont des essences forestiéres importantes. L’espece Pinus halepensis
Mill., porte le nom de pin d’Alep en Frangais et Aleppo Pine en Anglais, c’est un pin a deux
feuilles, habitant la Région Mediterranéenne, appartenant au groupe halepensis, a la famille des
pinacées (abiétacées), au genre Pinus, sous genre Eupinus, section halepensis, et sous-groupe
halepensis. Ce groupe est représenté essentiellement par deux especes Pinus halepensis Mill. et
Pinus brutia Ten (Lieutaghi, 2004).



I.1.4. Caractéres botaniques et dendrologiques de Pinus halepensis Mill.

Le pin d’Alep ne vit pas longtemps, sa longévité ne dépasse pas 200 ans avec une moyenne de
100 a 150 ans (Nahal, 1962 ; Kadik, 1987). C’est un arbre de taille moyenne pouvant atteindre
25 a 27 metres de hauteur (Boudy, 1950). Il existe de beaux peuplements a futs élanceés, droits
et peu branchus avec une hauteur qui dépasse rarement les 10 metres (Kadik, 1987). Les jeunes
sujets ont une écorce lisse, gris argenté, qui devient avec le temps trés crevacée et s’épaissit,
avec une couleur rougeatre. A son jeune age, le pin posséde une couronne conique, puis s’étale
au fur et a mesure qu’il vieillisse. Ses graines sont ailées et enveloppées dans des téguments
durs et résistants, dont la dissémination se fait par le vent, les insectes ou les oiseaux (Nahal,
1962).

Le pin d’Alep est une essence fréquente surtout en région méditerranéenne occidentale. Les
pays du Maghreb constituent la zone ou il offre son plus grand développement puisqu’on le
rencontre a peu prés partout sur les massifs montagneux ainsi que dans les zones littorales du
Tell constantinois (Quezel, 1986).

1.2. Le cypres

1.2.1. Présentation de la famille des Cupressaceae

Les cypres, comme tous les coniféres, sont monoiques, possédant sur un méme individu des
fleurs males et des fleurs femelles, a forte fécondité. Ils sont thermophiles et densément
ramifiés. On les plante en lieu expose, car ils ont une grande résistance au vent supportent aussi
bien la sécheresse qu’un sol treés calcaire. Les especes de cypreés montrent globalement une
grande plasticité vis-a-vis des conditions édaphiques, certaines font également preuve d'une

remarquable tolérance vis-a-vis de la sécheresse (Riom, 2010).

Le Cypres se développe dans les basses montagnes séches, sur terrain calcaire et siliceux,
géneralement en mélange avec le Juniperus phoeniceae. Il résiste a une température pouvant
atteindre —20 °C, et Comme beaucoup de plantes méditerranéennes, c’est le froid humide en

hiver qui peut étre préjudiciable a sa longévité (Garnier et al., 1961).
1.2.1. Présentation du genre Cupressus

Le genre Cupressus est constitué de 25 especes uniguement, présentes dans la zone tempérée

chaude de I'némisphere nord depuis la cdte Ouest d’Amérique du nord jusqu'a la cote Est de la
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Chine en passant par le bassin méditerranéen (Ducrey et al., 1999, cités par Giovanelli et
De Carlo, 2007).

Cupressus sempervirens L. est un résineux, originaire de I’Europe orientale et de 1’Asie
occidentale. C’est une espéce monoique a cones unisexués terminaux caractérisée pour sa
longévité. Ses feuilles sont de trés petites écailles triangulaires disposées sur quatre rangs,

densément et étroitement imbriquées, ne couvrant que les dernieres divisions du rameau.

(b)

Figure 1-3 : Aspects de spécimens de Cupressus sempervirens L. utilisés dans le travail
(@) Forme horizontalis (b) Forme pyramidalis

Des trois especes méditerranéennes, le cyprés vert (Cupressus sempervirens L.) également
nommé cypres de Provence ou de Florence est le plus répandu. Il offre une trés grande diversité
notamment en terme de forme et est utilisé a des fins ornementales, en brise-vent ou encore en

tant qu'arbre forestier ; nommé par les anglophones Mediterranean Cypress (Figure 1-3).

1.1.3. Position systématique de Cupressus sempervirens Linn.

Les cypres sont des coniféeres appartenant I’Embranchement des Spermaphytes, au Sous-
embranchement des Gymnospermes, a 1’ordre des Cupressales, au Genre Cupressus et a la
famille des Cupressaceae, détachée de la Famille des Pinacées. Nous avons choisi dans ce
travail 1’espece : Cupressus sempervirens Linné. pour sa réputation de plante bioindicatrice

(Zayed et al., 1991) et pour son abondance dans toute la zone d’étude.
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1.1.4. Caracteres botaniques et dendrométiques du Cypres vert

Le Cyprés est un arbre de taille moyenne pouvant atteindre les 40 meétres de hauteur. On
distingue différentes formes de Cyprés qui, par sélection, ont donné des variétés aujourd’hui
bien distinctes reproduites par bouturage. 11 y’a notamment une forme aux branches
horizontales et houppier conique : Cupressus sempervirens L. "horizontalis" (Figure 1-3) et une
forme colonnaire qui forme un fuseau plus ou moins étroit : Cupressus sempervirens L.
"pyramidalis” ou "stricta”. Le port est élancé, ou conique, en étroite colonne, compact et dense.

Le feuillage est persistant, aromatique, de couleur vert foncé.

Figure 1-4 : Feuilles de Cupressus sempervirens L.

Les feuilles sont des écailles cypressoides, opposees, décussées, imbriquées et légérement
aplaties (Figure 1-4). Les fleurs sont localisées a I’extrémité des rameaux, chatons males de
couleur jaune a brun clair, chargées en pollen pouvant étre allergisant durant les mois de février
et mars (Figure 1-5), les chatons femelles sont globuleux, verts, réunis a I’extrémité des jeunes

pousses. Les graines sont irrégulieres, a coque épaisse et aile étroite (Camus, 1914).

(a) Fleurs males

Figure 1-5 : Fleurs de Cupressus sempervirens (Marcello et al., 2004, cités par Nichan, 2015).

(b) Fleurs femelles
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Les graines sont petites, mesurant de 4 & 7 mm de long, et portent deux ailes, de part et d’autre
de la graine. Les fruits sont strobiles, globulaires, verts, mesurant 3,5 a 4 cm et brillants,
Iégérement mucronés et constitués de 6 a 14 écailles ligneuses polygonales, d’un brun clair a

brun foncé, a maturité tous les deux ans, contenant de nombreuses graines ailées.

Les cbnes, en forme d'ceufs grumeleux, peuvent atteindre une longueur de 4 cm avec des
écailles pentagonales porteuses d'une pointe écailleuse de petite taille (Figure 1-6) (Camus,
1914).

Figure 1-6 : Cénes fructiferes de Cupressus sempervirens L.

1.3. Présentation des plantes bioindicatrices de pollution
1.3.1. Revue générale

Pour faire face au stress engendré par les polluants, les végétaux ont développé des stratégies
d’évitement par lesquelles ils se protégent en limitant 1’absorption ou 1’entrée des polluants, via
une régulation de 1’ouverture des stomates (Leitao, 2005), car les plantes sont en permanence
affectées par une gamme de stress d’origine biotique et abiotique. Dans le but d’utiliser les
arbres dans la dépollution et la purification de I’air, les coniféres devraient étre sélectionnés
pour leur habilité a retenir les poussiéres. A cet égard, il s’avére indispensable d’exploiter leurs
caractéristiques physiologiques et morphologiques avec, comme objectif, de définir les espéces

tolérantes au stress environnemental.
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Les plantes supérieures sont des organismes sédentaires qui offrent des avantages uniques pour
la surveillance in-situ et le dépistage des effets de I'exposition aux contaminants du sol. Ce sont
donc d'excellents indicateurs des effets des produits chimiques environnementaux (Monteiro et
al., 2008). Les plantes sont affectées en permanence par un éventail de facteurs induisant un

stress d'origine biotique et abiotique (Pavlikova et al., 2008).

Quand les plantes sont cultivées dans des zones contaminées, des métaux traces peuvent
s'accumuler a un niveau toxique par l'intermédiaire des racines et des feuilles (Bi et al., 2009).
L'absorption foliaire des eémissions atmosphériques de métaux lourds est également identifiée
comme une voie importante de contamination par ces métaux dans les plantes (Bernal et al.,
2007). Selon Zayed et a.l, (1991), les coniféeres sont souvent considérés comme les meilleurs
bio-indicateurs temporaires d’une contamination de 1’environnement, car leur qualité de bois

réduit le transfert latéral des polluants a travers les anneaux.

La capacité de défense biochimique constitue un indicateur de la résistance aux stress potentiels
chez les arbres (Tegischer et al., 2002) et I’accumulation accrue des métabolites organiques est
une caractéeristique commune des plantes sous diverses contraintes biotiques ou abiotiques
(Khan et al., 2000). Les solutés compatibles ont des fonctions osmoprotectives, en raison de
leur structure hydrophile spécifique, préservant ainsi les fonctions biologiques végétales
(Hasegawa et al., 2000).

Les processus physiologiques rapides et ceux morphologiques lents provoguant des
changements dans le métabolisme des plantes, sont reliés directement ou indirectement au
stress induit par les métaux (Pavlikova, 2008). Des changements du volume des chloroplastes,
des mitochondries et vacuoles, la dilatation des membranes, des tubules, grana et thylacoides,
la multinucléation, les troubles des microfibrilles de membranes, ainsi que des changements des
produits de stockage ont été observes au cours de plusieurs tests sur les algues suite a un

traitement aux metaux (Prasad et Strzatka, 2002).

Les plantes supérieures servent d’indicateurs de la pollution de 1’air dans les zones fortement
polluées ou lichens et mousses sont souvent absents. Les aérosols de métaux polluent le sol et
les plantes qui les interceptent, non seulement sous forme de dép6ts atmosphériques mais qui
accumulent également les métaux de 1’air provenant du soulévement du sol. Les métaux lourds
déposés sont prélevés du sol par les plantes via le systéme racinaire puis transloqués vers les

autres regions, a savoir les feuilles et les tiges (Mulgrew et Williams, 2000).
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Les aiguilles et I’écorce du pin d’une année en cours et une précédente peuvent étre considérées
comme bio-indicateurs appropriés pour la pollution de I'environnement par Cd, Mn et Ni et en
particulier comme bio-indicateurs de pollution atmosphérique par Cu et Zn (Samecka-
Cymerman et al., 2006). Les surfaces foliaires des arbres, comme les herbes, peuvent
déterminer I’importance de I’accumulation des particules. En Gréce, Sawidis et al., (1995), ont
¢étudié une sélection d’especes d’arbres bioindicateurs du zinc et du cuivre. lls ont trouvé que
I’espéce la plus accumulatrice de métaux possédait une surface foliaire rugueuse qui

augmentait efficacement la capture et la rétention des particules.

1.3.2. Notion de biosurveillance et concepts
La biosurveillance est définie comme: [’utilisation des réponses a tous les niveaux
d’organisation biologique (moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique, tissulaire,
morphologique, écologique) d’un organisme ou d’un ensemble d’organismes pour prévoir et/ou
révéler une altération de I’environnement et pour en suivre 1’évolution (Van Haluwyn, 2011).
Sous ce vaste terme de biosurveillance, les auteurs ont intégré quatre concepts : biomarqueur,

bio-indicateur, bio-intégrateur et bio-accumulateur.

Les particules de poussiéres atmosphériques se retrouvent sur la surface des feuilles, soit par
gravité, soit par impaction due au vent. L'évaluation de la distribution élémentaire dans la
poussiere adsorbée sur les feuilles ainsi que dans les tissus foliaires fait des plantes un
"biosurveillant™ approprié de la pollution de l'air. De plus, les altérations physiologiques des
plantes peuvent également indiquer le niveau de pollution dans les zones contaminées (Ram et
al., 2015).

1.3.2.1. Concept de biomarqueur
C’est un changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire, biochimique,
cellulaire et physiologique qui révéle 1’exposition présente ou passée d’un individu a au moins
une substance chimique a caractére polluant (Lagadic et al., 1997 cités par Van Haluwyn,
2011).

Parmi les différents biomarqueurs utilisables chez les végétaux, on citera par exemple les

modifications ultrastructurales, les mesures de la fluorescence de la chlorophylle, de 1’activité

photosynthétique, de la conductance stomatique, les dosages et/ou la recherche de divers
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métabolites et enzymes, les indicateurs de I’intégrité membranaire, les tests de génotoxicité

(Van Haluwyn, 2011).

1.3.2.2. Concept de bioindicateur
Le bio-indicateur est défini comme un simple relais faisant référence uniquement a des effets
observables au niveau de I’individu se traduisant par des altérations morphologiques, tissulaires
ou physiologiques. Son utilisation ne concerne, d’une part, que des polluants fortement
phytotoxiques ou présents a des concentrations élevées et, d’autre part, que des végétaux
sensibles. De simples observations permettent d’estimer les niveaux de pollution dans I’air, par
exemple au moyen de I’évaluation des surfaces foliaires nécrosées. Ce sont les végétaux

supérieurs qui sont essentiellement utilisés (Cuny et al., 2008).

1.3.2.3. Concept de biointégrateur
Le biointégrateur se situe au niveau populationnel et/ou communautaire, en appréciant la
variation densitaire et/ou spécifique dans des populations ou des écosystemes. Il prend toute sa
valeur et sa fonction dans des études diachroniques (nécessité dans ce cas d’un certain temps de
recul) ou synchroniques (nécessité de comparer des territoires différents pendant une période
donnée). Autour de certaines sources de pollution atmosphérique, il est parfois difficile de
mettre en évidence des polluants a partir de leurs seuls effets morphologiques ou tissulaires,
voire méme de leur accumulation. D’autre part, les modifications biologiques provoquées par
des polluants peu concentrés se distinguent difficilement des fluctuations naturelles. 1l est donc
important de mesurer les effets au niveau des communautés, de maniére a infirmer ou a
confirmer les observations faites au niveau infra-individuel et individuel. Pour ce type d’étude,

on pourra utiliser les végétaux supérieurs, les bryophytes et les lichens (Van Haluwyn, 2011).

1.3.2.4. Le concept de bioaccumulateur
Le concept de bio-accumulateur se distingue totalement des trois précédents car il ne constitue
pas un indicateur de réaction. Dans ce cas, 1’organisme utilisé sert principalement de matrice
pour le dosage de différents polluants suite a des mécanismes de transfert et d’accumulation.
C’est une méthode qui permet d’étudier I’imprégnation de I’environnement par les polluants et
de suivre I’évolution spatiale et temporelle de cette imprégnation. Contrairement aux concepts
précédents pour lesquels il est indispensable de choisir les especes sensibles, en

bioaccumulation on aura recours aux organismes les plus résistants possible afin de ne pas
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perturber les phénoménes d’accumulation. On pourra utiliser, soit des végétaux supérieurs, soit
des bryophytes ou des lichens (Conti et Cechetti, 2001).

La biosurveillance végétale de la qualité de I’air est une méthode qui a fait ses preuves dans de
nombreux domaines d’application. Elle fait I’objet de continuelles recherches notamment pour
le développement de marqueurs de plus en plus précoces et spécifiques. Elle apporte ainsi des
informations fondamentales sur les impacts de la qualité de I’air en parfaite complémentarité

avec les données issues des techniques d’analyse physico-chimigque (Cuny, 2008).

I.4. Parameétres biochimiques utilisés dans la bioindication
1.4.1. Les pigments chlorophylliens

L’histoire de la chlorophylle est ancienne. Les mécanismes réactionnels, quant a eux sont assez
récents, vu la complexité du phénoméne et le dualisme photochimie et thermochimie qui
interviennent. En 1910, Will Stater propose sa formule brute, Pelletier et Caventon ont isolé les
chlorophylles a et b pour la premiére fois en 1917. Fisher en 1940, révéle sa constitution. La
méme année, 1’utilisation de 1’isotope 20 a permis de savoir que 1’02 de la célébre équation de
la photosynthése provient de la molécule d’eau ; & ce jour, on ne sait pas comment la molécule
d’eau se dissocie. La synthese totale de la chlorophylle ne fut réalisée qu’en 1960. Et, ce n’est
qu’en 1970 que trois biochimistes allemands déterminent la structure du centre actif d’une

bactérie chlorophyllienne par rayons X, ce qui leur a valu le prix Nobel en 1988.

Les chlorophylles sont les pigments photosynthétiques (assimilateurs) les plus dominants chez
les plantes vertes ; I’évaluation de leurs concentrations dans le systéme foliaire peut fournir une
estimation du potentiel photosynthétique (Carter, 1998). La teneur en chlorophylles a+b est un
indicateur important du stress chez les végétaux pour son réle direct dans le processus
photosynthétique de I’assimilation de la lumiere et I’initiation dans le transport des €lectrons
ainsi que sa bonne réponse aux stress (Gitelson et Merzlyak, 1996, Zarco-Tejada et al., 2002,
Rejskova et al., 2007). Les changements de la teneur en chlorophylle dans les feuilles
fournissent une indication sur la capacité photosynthétique maximale, le stade de

développement de la feuille, la productivité et le stress (Gitelson et Merzlyak, 1996).

1.4.1.1. Structure de la chlorophylle
La chlorophylle a, de masse moléculaire 893,5, a I’état pur, se présente en aiguilles cristallines

bleu sombre, sa formule brute est CssH72OsNsMg. La chlorophylle b, de masse moléculaire

17



907,5 est vert foncé, sa formule brute est CssH700sN4Mg. Elles sont toutes formées de quatre
noyaux pyrrole I, 11, 11, IV liés entre eux. Un cycle cyclopentanone est accroché au noyau Ill.
Toutes les molécules contiennent un groupe dérivé du méthanol et un groupe dérivé d’un alcool
a vingt atomes de carbone, le phytol (Figure 11-1). Ce sont donc des esters de méthanol et de
phytol. Aprés libération de ces deux alcools par hydrolyse alcaline, il reste 1’ensemble
tétrapyrrolique lié au magnésium, ou chlorophylline. Une enzyme présente dans les cellules
végétales, la chlorophyllase, catalyse le décrochement du seul phytol et laisse une
chlorophyllide, étape également de la synthése des chlorophylles (Hopkins, 2003 ; Weinman et
Méhul, 2004).

Les chlorophylles a et b sont toutes deux vertes mais leur spectre d’absorption est 1égérement
difféerent. La plupart des végétaux supérieurs contiennent environ deux fois plus de
chlorophylle a que de chlorophylle b (Lehninger, 1989). L’action des polluants, méme a faible
dose, se manifeste, méme avant ’apparition de symptomes visibles, par des modifications dans
la proportion des pigments chlorophylliens. 11 y a 1a un moyen de suivre les effets d’une

pollution par dosage de ces pigments.

La molécule de la chlorophylle est constituée de deux moitiés, une té€te formée d’une
porphyrine et en longue queue d’hydrocarbures ou phytol. Une porphyrine est un groupement
cyclique tétrapyrrolique, constitué¢ de quatre noyaux pyrrole contenant d’un atome d’azote et
disposé en cycle. Les porphyrines sont des composés ubiquistes dans les organismes vivant ;
elles constituent le groupement hémique de 1’hémoglobine des mammiféres ainsi que des
pigments photosynthétique et respiratoires, les cytochromes. Dans la chlorophylle, le pigment
phytol, un alcool a 20 atomes de carbone est relié par une liaison ester au noyau de la
porphyrine. Cette longue queue liposoluble d’hydrocarbures est un dérivé de 1’isopréne,
molécule a 5 atomes de carbone. L’isopréne est le précurseur d’une foule de molécule

importante, comprenant d’autres pigments comme les caroténes (Hopkins, 2003).

La (Figure 1l-1) montre comment s’adapte la structure de la chlorophylle a a sa fonction
biologique. Le systéme a 5 noyaux intensement coloré, qui lui-méme forme un plus grand
anneau autour du Magnésium, dote la molécule d’un pouvoir d’absorption de la lumiére ; Mg?*
provoque la formation d’agrégats de chlorophylle qui facilitent la capture de la lumicre et la
longue chaine latérale hydrophobe non seulement ancre mais aussi oriente la molécule de

chlorophylle dans la bicouche lipidique de la membrane (Lehninger, 1989).
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L’action des acides décroche le magnésium et les composés obtenus sont des phéophytines. Les
noyaux pyrroliques possedent de courtes chaines latérales. Les chlorophylles b, c, d, e et la
bactériochlorophylle ne different de la chlorophylle a que par la nature de ces courtes chaines;
ainsi, la chlorophylle b posséde un groupe — CHO sur le noyau pyrrole, a la place d’un — CHa.
De telles différences en entrainent aussi d’importantes dans les spectres d’absorption de la
lumiére. L’ensemble tétra-pyrrolique de la molécule est plan: il a environ 1,5 nm de c6té et son
épaisseur est un peu inférieure a 0,4 nm. Il forme ce que 1’on appelle parfois la "téte" de la

molécule; le phytol en est la "queue”, d’une longueur de 1,5 nm (Weinman et Méhul, 2004).

Porphyrine

Phytol

H,C —HC

BN AN

H.C —HC

: )
\CHs

H{C —HC

Figure 1-7 : Structure de la molécule de chlorophylles a et b (Hopkins, 2003).
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La molécule de chlorophylle comprend un groupe tétrapyrrolique hydrophile lié a un atome de
magnésium central (Figure 1-7) (Hopkins, 2003). Les végetaux verts possedent deux
chlorophylles, la chlorophylle a et la chlorophylle b, qui se distinguent par une courte chaine
latérale portée par 1’anneau pyrrolique (Figure 1-8). Les chlorophylles sont généralement
combinées a des protéines (chromoprotéines) dont elles constituent les groupements
prosthétiques (Voet et Voet, 1998).

Figure 1-8 : Structure tridimensionnelle de la molécule de chlorophylle,
(en vert le magnésium, en bleu l'azote et en rouge I'oxygéne)

a). Propriétés optiques de la chlorophylle

La richesse des molécules de chlorophylles en doubles liaisons conjuguées entre les atomes de
carbone et d’azote, et doubles liaisons separées par une seule liaison simple (=C-C= ou =C—
N=), leur communique une intense coloration. En solution dans I’éther, 1’acétone ou le
méthanol, la chlorophylle a est bleu-vert alors que la chlorophylle b est vert-jaune. Ces

pigments possedent deux bandes d’absorption intense. L’une concerne les radiations bleues
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(420 — 480 nm), commune a tous les pigments tétrapyrroliques (bande de Soret) ; ’autre se
situe dans la partie rouge du spectre (640 — 680 nm).

Leurs spectres montrent I’importance de 1’absorption des radiations visibles dans le bleu et le
rouge. Dans les chloroplastes ou les chlorophylles sont concentrées en agrégats, on observe un
décalage des maximums d’absorption vers les grandes longueurs d’onde. L’agrégation des
molécules de chlorophylles entre elles et avec d’autres molécules, en complexes colloidaux,
s’accompagne en effet d’un déplacement des maximums d’absorption de 10 a 15 nanomeétres
vers les grandes longueurs d’onde. Les solutions colloidales aqueuses de chlorophylles
présentent un déplacement du méme ordre. Une partie de la diffusion de la lumiere par les
cellules végétales est due a un tel état d’agrégation. Les solutions de chlorophylles présentent
une belle fluorescence rouge correspondant a une émission de radiations de plus grande
longueur d’onde que celle de la lumicre absorbée. Cette fluorescence est diminuée par

I’addition de quinone qui joue le role d’extincteur (Weinman et Mehul, 2004).

1.4.1.2. Le chloroplaste
Le chloroplaste est 1’organite qui effectue la fonction de photosynthése. C’est un producteur
d’énergie métabolique, il contient son propre systeme génétique et se multiplie par division. En
plus, il effectue plusieurs taches cruciales, notamment celle de transformer par photosynthese le
CO:2 en glucides. Il synthétise des acides aminés, des acides gras et des composants lipidiques
de ses membranes. Il peut aussi réduire le nitrite (NO2) en ammoniac (NHs), étape essentielle

de I’incorporation d’azote dans les composés organiques (Cooper, 1999 ; Karp, 2004).

Bien que les feuilles soient les organes végétaux principaux optimisés pour la photosynthese,
les chloroplastes actifs sont abondants dans de nombreux autres organes comme les pétioles, les
rameaux, les tiges et méme les fleurs et les racines, principalement congu pour d'autres

fonctions (Aschan et Pfanz, 2003 cités par Levizou et Manetas, 2006).

11.4.1.3. Structure du chloroplaste
Les chloroplastes sont de grands organites (5 a 10 um de long) possedant une membrane
double appelée enveloppe chloroplastique, constituée d’une membrane externe et d’une
membrane interne (Figure 1-9). Ils comportent en outre un troisieme systeme membranaire
intérieur, la membrane du thylakoide ; elle forme un réseau de disques aplatis, les thylakoides,

souvent rassemblés en pile appelée granum. Ces systemes membranaires partagent le
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chloroplaste en trois compartiments internes: 1’espace intermembranaire, le stroma et la
lumiére du thylakoide. Ce qui confére au chloroplaste une anatomie complexe. Et c’est au
travers de la membrane thylakoide que se forme le gradient d’électrons qui entraine la synthese

d’ATP dans le stroma (Cooper, 1999).

Comme les mitochondries, les chloroplastes ont une double membrane qui entoure un milieu
intérieur : le stroma. A la différence des mitochondries, ils possédent de nombreux saccules ou
thylakoides empilés. La membrane externe, perméable, est séparée par un mince espace de la
membrane interne, moins perméable, pourvue de multiples protéines de transport. Dans le
stroma, on caractérise un ADN et de petits ribosomes chloroplastiques, ainsi que de 1’amidon et

des plastoglobules lipidiques (Figure 1-9) (Hopkins, 2003).

Figure 1-9 : Ultrastructure schématique d'un chloroplaste.

1. Membrane externe ; 2. Espace intermembranaire ; 3. Membrane interne (1+2+3: enveloppe) ; 4.
Stroma (fluide aqueux) ; 5. Lumen du thylakoide ; 6. Membrane du thylakoide ; 7. Granum (thylakoides
accolés) ; 8. Thylakoide inter-granaire (lamelle) ; 9. Grain d'amidon; 10. Ribosome; 11. ADN
plastidial ; 12. Plastoglobule (gouttelette lipidique).

Les chlorophylles sont localisées dans les membranes internes des chloroplastes des cellules
végétales, formant des thylacoides a la cohésion desquels les chlorophylles participent. Alors
que la dispersion des molécules de chlorophylles dans un solvant confére a leurs solutions une
répartition moléculaire homogeéne, le statut du pigment in vivo est beaucoup plus compliqué et

trés hétérogeéne, on appelle holochrome 1’¢tat biologique du pigment. Des molécules de

22


http://fr.wikipedia.org/wiki/chloroplaste

chlorophylles identiques entre elles dans leur structure peuvent donc étre topo-chimiquement
distinctes, d’autres sont associées par deux, en dimeres. Non seulement les chlorophylles sont
concentrées dans des organites cellulaires spécialisés, les chloroplastes, mais, de plus, on ne les
trouve que dans des structures membranaires situées a I’intérieur de ces organites (Voet et

Voet, 1998).

1.4.1.4. La photosynthése
Approximativement, 40 % de la matiére seche végétale est constituée de carbone fixé par
photosynthése. Ce processus est vital pour la croissance, le développement et la survie de toutes
les plantes durant leur cycle de vie. De ce fait, la vie sur Terre est en général, totalement
dépendante de I’activité photosynthétique. Les feuilles sont les organes spécialisées permettant

aux plantes d’intercepter la lumiére nécessaire a la photosynthése (Karp, 2004 ; Lambers et al.,
2008).

La photosynthese est donc un processus complexe au cours duquel les plantes possédant de la
chlorophylle synthétisent de la mati¢re organique a partir du gaz carbonique et d’eau. Dans ce
processus, il se forme en regle générale de 1’oxygéne moléculaire. Parmi les phénomenes qui
dépendent de la lumiere, la photosynthése occupe une place privilégiée dans la mesure ou
I’énergie de rayonnement absorbée est utilisée a la synthése de composés organiques a haute
teneur en énergie a partir de produits minéraux simples. Il s’agit d’un processus endergonique,

1i¢ a une augmentation d’énergie libre (Hopkins, 2003).

La lumiére est capturée par I’ensemble des chloroplastes qui se situent & proximité de 1’air et
pas loin des tissus vasculaires et conducteurs de 1’eau et des produits de la photosynthése. Chez
la plupart des plantes, I’assimilation du CO: a lieu & travers les pores a la surface de la feuille,
appelés stomates, qui s’ouvrent ou se referment rapidement en cas de besoin de la plante. Une
fois a ’intérieur de la plante, le CO> diffuse a travers les espaces intercellulaires vers le site de
la carboxylation dans le chloroplaste des végétaux C3 ou dans le cytosol des végétaux C4
(Karp, 2004 ; Lambers et al., 2008).

1.4.1.5. Effets de la pollution de I’atmosphére sur la chlorophylle
Tous les polluants atmosphériques déposés et retenus par le systéme foliaire sont transformés a
I’intérieur de la plante et affectent sa respiration et sa photosynthése. Le changement de la

teneur des feuilles en chlorophylle est un des indicateurs relatifs de la vigueur des plantes et de
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la qualit¢ de I'environnement. Beaucoup d’influence de l'environnement délétére que
I’inhibition croissance des plantes, allant des carences en éléments nutritifs a la pollution
anthropogénique, peut entrainer une diminution de la teneur en chlorophylle des feuilles. A son
tour, les propriétes optiques des feuilles dans le spectre visible sont fortement dépendantes de la
chlorophylle et peuvent donc servir d'indicateurs relatifs de la vigueur de la plante et de la
qualité environnementale (Carter et Spiering, 2002).

1.4.2. La proline
Les acides aminés sont des métabolites énergétiques dont beaucoup sont des nutriments
indispensables. Les protéines sont constituées de 20 acides aminés "standards", ces substances
sont des a-aminoacides car, a I’exception de la proline, ils présentent un groupe amine primaire
et un groupe acide carboxylique substitué sur le méme atome de carbone. Ils sont amphotéres et
sont appelés ampholytes (amphotériques électrolytes) (Voet et voet, 1998). La disponibilité des
précurseurs des acides aminés est limitante de la réponse au stress (Flores et Galston, 1984). La
proline est un osmolyte compatible, non chargé a pH neutre et trés soluble dans I'eau. De plus,
a des concentrations élevées, elle a peu ou aucun effet perturbateur sur les interactions

macromolécules (Kishor et al., 2005).

1.4.2.1. Production naturelle de la proline
En plus de son rdle en tant qu'osmolyte pour l'ajustement osmotique, la proline contribue a
stabiliser les structures sub-cellulaires telles que les membranes et les protéines, a piéger les
radicaux libres, et a tamponner le potentiel redox cellulaire sous conditions de stress (Ashraf et
Foolad, 2007). Elle peut également fonctionner comme un hydrotrope proteine-compatible
(Srinivas and Balasubramanian, 1995), soulager l'acidose cytoplasmique et maintenir des

rapports appropriés NADH / NADPH compatibles avec le métabolisme (Hare et Cress, 1997).

Pyrroline-5-carboxylate Spontaneous Pyrroline-5-carboxylate
synthetase cyclization reductase
. I .
Glutamate . Glutamate £ Pyrroline-5 Proline

semialdehyde ——~ carboxylate — *

Figure 1-10 : Voie de biosynthése de la proline dans les plantes supérieures.

La proline est connue pour étre un soluté compatible dans les cellules sous conditions de stress
hydrique (Srinivas et Balasubramanian, 1995; Rejskova et al., 2007). Avec la glycine-bétaine,
elle réduit la déformation du noyau et la condensation de la chromatine en conditions de stress
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salin (Banu et al., 2009). Ce sont deux osmolytes organiques majeurs s’accumulant dans de
nombreuses plantes en réponse aux températures extrémes, aux radiations ultraviolettes et aux

métaux lourds.

Chez les plantes, le précurseur de la biosynthése prl est I'acide L-glutamique. Deux enzymes,
pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) et pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR),
jouent un réle majeur dans la voie de la biosynthése de la proline (Delauney et Verma, 1993)
(Figure 1-10 et 1-11).

C— Omithine-¢:- C—'f c—¢C
! aminotransferase I spontaneous v | l
5 C e . CNHz QT T —— g C
7\ N 7N
NH, COOH o COCH N COCH
L-Omithine a-keto-§-aminovalerate A]-pyrroline-Z-carboxylate
. P20)
Ornithine-3 -
aminotransferase  P2C
reductase
C—=C pscs C_T spontancous i—i P5CR C—i
JZOOHJ) — HO/C > K /\"""""""""—"’ NN
/ N
NH; \COOH NH; COCH N COOH N COOH
L-Ghutamic acid GSA | P5C L-Proline

Figure 1-11 : Voie de biosynthese de la proline dans les plantes.

Une fois la contrainte retirée, la Proline est oxydée en P5C par la Proline
déshydrogénase (PDH), également connue sous le nom de Proline oxydase, qui est la
premiere enzyme de la voie de dégradation de la proline. P5C est ensuite reconverti
en glutamate par I'enzyme P5C déshydrogénase (P5CDH) (Kishore et al., 2005).

1.4.2.2. Localisation de la Proline dans les plantes
Chez les plantes supeérieures, la proline est synthétisée dans le cytosol soit a partir de lI'acide L-
glutamique, soit a partir de la L-ornithine (Pavlicova, 2008). La glutamyl kinase et la glutamyl
phosphate réductase ont été proposées pour convertir le glutamate en proline-5-carboxylate.
Une localisation chloroplastique de I'enzyme Pyrroline-5-carboxylate réductase a éte rapportée

chez le pois (Rayapati et al., 1989).
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Bien que le rdle réel de la proline et de la glycine-bétaine dans 1’osmotolérance reste
controversé, les deux composés ont un effet positif sur l'intégrité des enzymes et de la
membrane avec un rdle dans I’adaptation et 1’ajustement osmotique des plantes cultivées dans

des conditions de stress (Ashraf et Foolad, 2007).

La proline joue un réle primordial comme soluté osmorégulateur dans les plantes sujettes aux
stress hyperosmotiques, principalement la secheresse et la salinité du sol. En effet,
I’accumulation de cet acide aminé peut faire partie d’une adaptation générale aux conditions

environnementales défavorables (Delauney et Verma, 1993).

De nombreux autres auteurs rapportent que I’accumulation de la proline libre dans les plantes
est une conséquence a une grande diversité de stress environnementaux (Hare et Cress, 1997 ;
Lutts et al., 1999 ; Hong et al., 2000 ; Klotke et al., 2004 ; Kishore et al., 2005) y compris les
métaux lourds (Hare et Cress, 1997 ; Pavlikova et al., 2008).

L'effet physiologique de I'accumulation de la proline peut-étre exprimé dans la photosynthése
soutenue et/ou la prévention de la dégradation des protéines et des enzymes (Wang et al.,
2007). La proline peut servir de source facilement disponible de carbone et d'azote équivalents,
durant la restauration du stress (Hellman et al., 2000). En plus des effets stabilisateur de la
proline, ceux des glucides et des protéines sur les membranes sont également acceptés
(Vereyken et al., 2003).

Additionnellement a son role dans 1’ajustement osmotique et la stabilisation des protéines, ce
métabolite fournit une réserve d’azote pouvant étre utilisée en condition de stress comme
moyen de réduction de D’acidit¢ ou de I’élimination de résidus (Schwakee et al., 1999).
L’extréme sensibilité des processus métaboliques de synthése et de dégradation de la proline
eux-mémes, peuvent réguler d'avantage les processus métaboliques négativement touchés par

les contraintes (Hare et Cress, 1997).

1.4.2.3. Structure de la proline
La proline, un acide aminé cyclique a fonction amine secondaire, présente des contraintes
conformationnelles imposées par la nature cyclique de sa chaine latérale pyrrolidine (Figure I-

12), ce qui est unique parmi les 20 acides aminés (Voet et Voet, 1998). C’est un acide aminé
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non indispensable chez ’homme. Par contre, chez les végétaux, elle constitue un acide aminé

indicateur du stress.

Elle semble posséder une fonction non seulement dans la sécheresse, mais aussi chez les

plantes stressées aux métaux lourds (Sharma et Dietz, 2006).

Figure 1-12 : Structure de la proline tridimensionnelle
(en bleu I'azote et en rouge I'oxygene)

Basée sur ses propriétés connues, la proline peut étre impliquée dans le stress des plantes aux
métaux lourds par des mécanismes différents, c'est-a-dire régulation osmotique et redox,
chélation des métaux et piégeage des radicaux libres. La possibilité d'une implication de la
proline dans la chélation des ions métalliques est indiquée. 1l a été démontré qu’elle protege le
glucose-6-phosphate déshydrogénase et nitrate réductase in vitro contre I'inhibition induite par
le Zinc et le Cadmium (Sharma et Dietz, 2006).

1.4.3. Les sucres solubles (Glucides)
Les glucides constituent une importante catégorie de solutés compatibles incluant des hexoses
(principalement fructose et glucose), disaccharides (saccharose, tréhalose), alcools de sucre
(inositol, mannitol) et des sucres complexes (raffinose et stachyose), qui s'accumulent au cours

du stress (Jouve et al., 2004).

Les sucres jouent un réle central dans la vie de la plante ; et sont produits par la photosynthése,
transportés dans les tissus, affectes a la respiration ou convertis en composés de stockage qui
seront dégradés en glucides constitutifs (Richter, 1993 ; Loretti et al., 2001). Les alcools de

sucres, chaine linéaire de polyalcools, constituent un groupe important de solutés compatibles.
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Le mannitol, comme les polyols est un osmoprotecteur qui sert de composé de stockage et
d’agent rédox (Loescher, 1987).

La photosynthése est un processus physiologique hautement sensible aux contraintes
abiotiques. Par conséquent, les changements en glucides a la suite d'une exposition au stress
peuvent étre, dans une large mesure, causes par une photosynthése affaiblie, ce qui n’est pas un
mécanisme de défense au stress (Rejskova et al., 2007). L’accumulation des sucres solubles est
un moyen adopté par les plantes en cas de stress, a fin de résister aux contraintes du milieu
(Bajji et al., 1998).

Les sucres solubles associés a d’autres solutés organiques (protéines, glycine bétaine, acides
organiques (malate), acides aminés...) interviennent dans le processus d’osmorégulation (Kinet
et al., 1998). Selon Martinelli (2008), I'accumulation des hydrates de carbone solubles, en
période de stress hydrique, est considérée comme un mécanisme trés important pour

I'acquisition de la tolérance a la sécheresse.
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Chapitre 2

Notions de pollution atmosphérique et de spectroscopie

I1.1. L’atmospheére

11.1.1. Structure de I’atmosphére
L’atmosphere est I’enveloppe essentiellement gazeuse qui entoure le globe terrestre. Son
épaisseur ne peut étre déterminée de facon précise. Sa limite inférieure, la biosphére
continentale ou I’océan, est bien définie, mais il n’en est pas de méme de sa limite supérieure.
La densité de I’air décroit progressivement avec 1’altitude ; aux niveaux élevés, supérieurs a
1000 km, on passe insensiblement d’un milieu gazeux au vide interplanétaire (De Parcevaux et

Huber, 2007).

Le profil vertical de température définit la stratification de 1’atmosphére. On distingue ainsi :

- la troposphére est la partie la plus dense de 1’atmosphére, a pour altitudes inférieures a 8 km
au-dessus des poles et 18 km au dessus de I’équateur. La température y est décroissante jusqu’a
220 °K (-53,15 °C) au-dessus des pdles, 190 °K (-83,15 °C) au dessus de I’équateur. Le
gradient moyen de température est de I’ordre de —6.5 °K.km™ (-279,65 °C.km™) ;

- la stratosphere peut atteindre une altitude allant jusqu’a 50 km. La température est d’abord
constante puis croit jusqu’a environ 270 °K (-3,15 °C), du fait de I’absorption par 1’0zone et par
I’oxygeéne moléculaire du rayonnement solaire ultraviolet. L’existence de cette couche

d’inversion est une caractéristique essentielle de la Terre (Sportisse, 2008 ; Behra, 2013).

- La mésosphére jusqu’a 85-90 km. La température décroit jusqu’a 170 °K (-103,15 °C) (le

point le plus froid de 1’atmosphere), du fait de la raréfaction de 1’ozone et de I’oxygene ;

- la thermospheére et 1’ionosphére qui se trouvent jusqu’a environ 150 km. La température
augmente et devient fortement dépendante de I’activité solaire. Les rayonnement UV dissocient
N2 et O2 et ionisent les molécules. L’air devient un gaz raréfié : la densité est ainsi de 1’ordre de

10*° molécule m=3 & 100 km contre 10?° molécule m=3au niveau de la mer (Sportisse, 2008).

11.1.2. Phases de la matiere atmosphérique
La matiére atmospherique est composée de gaz et de matiére condensee : eau sous forme
liquide (gouttes de nuages et de pluie) ou solide (glace, neige) et aérosols liquides ou solides.

La taille des corps atmosphériques joue un réle important pour les propriétés radiatives et le
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lessivage par la pluie. Le diamétre d’une molécule de gaz est de 1’ordre de 1’Angstrom (A),
celui d’une goutte de nuage d’une a quelques dizaines de micrométres et celui d’une goutte de
pluie de ’ordre de 0.1 mm (Tableau 11-1). En premiére approximation, le diametre de 1’aérosol
va de quelques nanomeétres a plusieurs dizaines de micromeétres, pour les aérosols formés a
partir de grains de sable. Le diameétre de 1’aérosol urbain est de I’ordre du micrometre

(Sportisse, 2008).

Tableau I1-1 : Tailles caractéristiques des divers corps atmosphériques

Corps Taille
Molécule gazeuse 0,1 nm
Aérosol « fin » 1 nm-1 pum
Aérosol « grossier » 10-20 pm
Goutte de nuage 10-50 pm
Goultte de pluie 0,1 mm

11.2. La pollution de I’atmosphére

Par pollution de I’air, on entend la contamination de I’environnement intérieur ou extérieur par
un agent chimique, physique ou biologique qui modifie les caractéristiques naturelles de
I’atmospheére. Les polluants les plus nocifs pour la santé publique sont notamment les matiéres
particulaires, le monoxyde de carbone, 1’0zone, le dioxyde d’azote et le dioxyde de soufre
(0.M.S, 2015). Elle est causée par la présence de substances étrangeres qui peuvent étre sous
différentes formes comme la poussiére, la fumée, la brume de fumée. Ces polluants causent des
changements indésirables dans les caractéristiques physiques, chimiques et biochimiques de
I'air (Bhardwaj 2012).

C’est donc la résultante de multiples facteurs : croissance de la consommation et de la
production d’énergie, développement des industries extractives, métallurgiques et chimiques,
du trafic routier et aérien, de I’incinération des ordures ménageres, des procédés de production

du ciment, des effluents industriels multiples, etc.

11.2.1. L’air et le vent
L’air est un mélange d’entités qui ne sont pas toujours réparties de fagon homogene dans
I’espace. Ces entités peuvent se déplacer indépendamment des mouvements globaux de

I’atmospheére. En général, les transferts spontanés, ou ceux d’autres entités comme la chaleur ou
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la quantit¢ de mouvement se produisent d’une zone de haute concentration vers une zone de

faible concentration (de Parcevaux et Huber, 2007).

Le vent exerce sur toute surface fixe située dans 1’atmospheére une force de pression, dite
pression dynamique, proportionnelle au carré de sa vitesse et fonction de sa direction par
rapport a cette surface. Pour une paroi perpendiculaire a la direction du vent, les pressions

exercées sont regroupées dans le tableau suivant :

Tableau 11-2 : Vitesse et pression du vent (de Parcevaux et Huber, 2007).

Vitesse du vent Pression dynamique Equivalent Beaufort
m.s?t Km.h! Kg.m
1 3,6 0,0 1 : trés légere brise
5 18 1,6 3 : petite brise
10 36 6,3 5 : bonne brise
20 72 25,0 8 : coup de vent
30 108 56,3 11 : violente tempéte
40 144 100,0 12 : ouragan

1 Kg.m?2=09,807 Pa

Dans le domaine de pollution de 1I’air, les vents sont responsables du transport des masses d’air
chargées de polluants et de particules d’un point a P’autre de la plancte, aussi bien dans

I’atmosphére que dans 1I’hydrosphére, sur des distances variables.

Au cours de ce transport, les aérosols constituent des vecteurs d’éléments chimiques entre les
différents compartiments de 1’environnement, notamment via les précipitations (Behra, 2013).
Les conditions de transport des particules sont tres fortement liées aux conditions
météorologiques, ainsi qu’a leur taille et leur composition physico-chimique. Les métaux sont
émis sous forme de trés fines particules qui sont transportées par le vent et finissent par
retomber au sol ou sur un plan d’eau a des distances trés variables de leur lieu d’émission,

pouvant aller jusqu’a des milliers de kilométres (Gombert, 2005).

11.2.2. Contamination et pollution de ’atmosphére
La pollution de 1’atmosphére s’est clairement manifestée a 1’échelle locale des agglomérations
urbaines et/ou industrielles. Outre les panaches de fumées ou odeurs perceptibles provenant des
sources industrielles et domestiques, les conditions géographiques et météorologiques

défavorables a la dispersion des polluants se sont révélées a I’origine d’accidents aigus de cette
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forme de pollution. A long terme, des atteintes écologiques se manifestent dans les
environnements industriels, notamment par des altérations forestieres et/ou animales dues a la
pollution atmosphérique acido-particulaire, ou a la pollution fluorée. La pollution de
I’atmosphére ne connait pas de fronticres ; et les émissions polluantes sont transportées a des

distances variables par les mouvements des masses d’air et les nuages (ADEME, 2008).

11.2.2.1. Principales espéces polluantes
Les pollutions atmosphériques se distinguent selon les espéces considérées. On peut citer

notamment :

- le dioxyde de souffre (SO.), sous forme gazeuse, lié a la combustion de charbon ou de fuels ;

- les espéces liées a la photochimie : 1’ozone (O3) et les oxydes d’azote (NO et NO>), les
composés organiques volatiles (COV), sous forme de gaz ;

- les métaux lourds (plomb, cadmium, zinc) liés a des activités industrielles, sous forme de
particulaires ;

- le mercure (Hg) sous forme gazeuse ou dissoute ;

- les aérosols composés d’un mélange de sulfate (SO4%> particulaire, d’ammonium (NH4*
particulaire), nitrate (NO3~ particulaire), composés organiques secondaires, sable, sels de mer...
- les radioéléments, d’origine naturelle, comme le radon (Rn), liés & des essais nucléaires, de
radioéléments "militaires” tel que le strontium (Sr), a des accidents sur les centrales nucléaires
utilisant 1I’iode (I) et césium (Cs) ou a des procédures de fonctionnement dans les centrales
utilisant le krypton (Kr) ;

- les gaz a effet de serre comme le dioxyde de carbone (CO3), le méthane (CHs.), le protoxyde
d’azote (N20), etc. ;

- le monoxyde de carbone (CO) ;

- les polluants organiques persistants (POP), qui sont des chaines organiques complexes avec

des temps de vie longs tels que pesticides et dioxines (Sportisse, 2008).

11.2.3. Contribution particuliére des cimenteries a la pollution atmosphérique
Actuellement, les soucis environnementaux globaux courants sont dirigés vers les émissions de
gaz qui peuvent contribuer aux phénomeénes de pluies acides et du réchauffement global, ainsi
qu’a d’autres émissions traces possibles de composés pouvant étre identifiés comme menace

potentielle a la santé humaine au voisinage des sites industriels (Kerton et al., 1997).
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La pollution par la cimenterie peut étre identifiée a la fois comme particules (poussieres) et
émissions de gaz (Kerton et al., 1997). La poussiére est générée a tous les stades du procédé de
production du ciment depuis I’exploitation de la roche au niveau de la carri¢re, son broyage,

son homogénéisation, sa cuisson, son ensachage jusqu’a sa distribution (Debell, 1997).

Les gaz de combustion chauds et empoussiérés proviennent du four de process et de son
nettoyage et, les fines traces résiduelles telle que la poussiére, sont invariablement dispersées
via la haute cheminée et répandues sur de larges aires (Kerton et al., 1997). Il existe cependant,
deux types de sources de poussiéres : les sources ponctuelles comme la cheminée ou la fente
d’exhalation ; et les sources diffuses, comme la carriére d’exploitation en plein air, le stockage
du produit brut et son broyage. L’émission dépend de la moiteur contenue dans la matiere du

ciment ainsi que des conditions météorologiques (Debell, 1997).

11.2.4. Notions d’écotoxicologie et de dépérissement
11.2.4.1. L’écotoxicologie
L’Ecotoxicologie se définit de fagon concise comme étant "la science qui traite de I’impact des
composés chimiques sur les écosystemes”. Cette science qui integre la chimie, la toxicologie et
I’écologie, a fait ses premiers pas au cours des années 1970 et au début de 1’année 1980, ou les

concepts et les méthodes propres a 1’écotoxicologie se sont peu a peu développés.

La définition originale de I’écotoxicologie est attribuée a Truhaut (1977) : "la branche de la
toxicologie qui étudie les effets toxiques provoqués par les substances naturelles ou les
polluants d’origine synthétique sur les constituants des écosystemes animaux, y compris

I’homme, végétaux et micro-organismes dans un contexte intégré".

L'écotoxicologie apporte des réponses scientifiques précises sur les effets des polluants sur les
écosystémes. Depuis son apparition dans les années 1970, la discipline n'a cessé de se
développer, se complexifier, au point qu'il est aujourdhui difficile d'en avoir une vision
d'ensemble (Ramade, 2007).

11.2.4.2. Le dépérissement
Contrairement a la sénescence, le dépérissement est une regression qui survient avant que
I’arbre ait eu le temps de compléter sa phase d’expansion. En d’autres termes, les arbres
engagés dans une phase de régression sont considérés comme dépérissants lorsque les

structures mortes en périphérie de la cime n’ont pas atteint le stade d’unités minimales. Ceci
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peut étre une réaction a un manque d’acceés aux ressources de son milieu, ou a une maladie ou
tout autre facteur externe qui 1’affaiblit. L’arbre dépérissant n’a pas atteint le stade d’arbre
sénescent et il est possible qu'un ajustement des conditions du milieu puisse encore ’aider a

reprendre sa phase d’expansion (Millet, 2012).

Selon Flot et al., (2007) cités par Nichan (2015), Le dépérissement est un processus évolutif,
faisant intervenir de multiples causes qui agissent en synergie et pouvant étre purement
naturelles, humaines ou une combinaison des deux. Il peut étre traduit pour 1’arbre par une
perte de vitalité progressive et des mortalités d’organes pérennes, tels que branches, rameaux et
notamment les feuillus ou des pertes prématurées d’aiguilles chez les coniféres sont

remarquables.

Les foréts sont négativement affectées par différents facteurs qui se propagent sur une grande
échelle temporelle et spatiale induisant des pressions directes ou indirectes sur son état
(Requardt et al., 2007).

Les symptdmes des dépérissements forestiers peuvent étre provoqués par des constellations de
conditions défavorables et/ou d’agressions fortes et différentes. Les arbres sont capables de
réagir aux influences exercées par divers agents par des signes apparaissant principalement sur
leurs parties aériennes. Ces symptdémes concernent les aiguilles et feuilles et se traduisent par
une chute prématurée (défoliation précoce), un éclaircissement, dénudement de rameaux, de
parties ou de la totalité de la couronne, une décoloration jaunatre et blanchatre (chloroses),

brunétres, flétrissement, anomalies de croissance, déformation (Hartman et al., 1991),.

11.3. Principaux contaminants de I’atmosphére
11.3.1. Les métaux
11.3.1.1. Généralités

Parmi les 90 éléments présents dans la crodte terrestre, environ 80 % sont des metaux et 60 %
sont des métaux lourds dont le poids spécifiques est supérieurs a 5 g.cm™ (Sharma et Dietz,
2006). Dans I’industrie, les métaux sont obtenus a partir de I’exploitation miniére, du recyclage
de déchets et débris de métaux dérivant originairement de sources géologiques (Alloway et
Ayres, 1997). En général, les métaux toxiques proviennent de la combustion du charbon,
pétrole, ordures menagéres et de certains procédés industriels particuliers. Ils sont
principalement issus des usines d’incinération de déchets et du trafic automobile (Person et al.,

1993). A D’échelle mondiale, les émissions d’origine anthropique dépassent celles d’origine
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naturelle pour de nombreux éléments tels que le plomb, le zinc, I’arsenic et le mercure

(Gombert, 2005).

11.3.1.2. Interférence et toxicité des polluants métalliques avec les plantes

Parmi les grandes variétés de polluants modernes interférant avec le métabolisme de la plante a
différents stades, les métaux lourds sont les polluants non biodégradables les plus communs
signalés a des concentrations élevées dans le monde (Mallick et Rai, 2001). En dehors du sol,
les plantes peuvent également prendre des métaux directement a partir de l'atmosphere.
Certains polluants atmosphériques déposés sur la surface foliaire peuvent étre absorbés par les
feuilles puis transloqués vers les parties non exposées du végétal. Cette voie peut contribuer
significativement a I'accumulation des métaux dans les plantes, ceci dépend du type de métaux
et de la plantes (Bi et al., 2009).

Comme organismes sédentaires, les plantes supérieures offrent I’unique avantage pour la
biosurveillance in situ de leur exposition aux effets des contaminants. Elles ont été reconnues
comme excellents indicateurs des effets chimiques de I’environnement (Monteiro et al., 2008).
Quand elles se développent en zones polluées, elles peuvent accumuler des niveaux toxiques
d’¢léments traces via leurs racines et/ou feuilles (Bi et al., 2009). L'absorption foliaire des
émissions atmosphériques de métaux lourds est également identifiee comme une voie

importante de contamination par ces métaux dans les plantes (Bernal et al., 2007).

Dans les feuilles, la plus grande concentration de métaux est enregistrée a la base du trichome.
Cependant, le mésophile semble jouer un réle important dans la capacité d'hyperaccumulation
chez Arabidopsis halleri (Kupper et al., 2000). Dans la plupart des régions, la phytotoxicité des
métaux lourds peut étre attribuée a leur accumulation, notamment dans les compartiments

plasmiques des cellules, tels que cytosol et stroma du chloroplaste (Brune et al., 1995).

La membrane plasmique est la premiere cible des métaux. Ainsi seulement, apres passage de la
membrane, le métal peut interagir avec les autres composants cellulaires. Généralement, il y a
deux mécanismes pour les changements induits par le métal en fonction de la membrane
plasmique et qui sont : diriger les effets sur les groupes sulfhydryles des constituants de la
membrane et la peroxydation des lipides par les radicaux libres (Prasad et Strzatka, 2002).

Une augmentation globale des teneurs en métaux lourds constitue une menace envahissante aux
écosystemes naturels (Choudhary et al., 2007). La meilleure fagcon de determiner I'étendue et la

menace de contamination dans I'environnement pour les organismes vivants est par la mesure
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des niveaux de contaminants dans les organismes eux-mémes (Fernandez et al., 2000) ; parce
que les symptémes visibles sur le feuillage des arbres peuvent étre utilisés comme diagnostic de
stress (Gunthardt et VVollenweider, 2007).

Il existe une multitude de facteurs régulant la disponibilité des métaux dans les écosystemes :
pH, potentiel redox, présence d'anions et de cations, acides aminés, composes soufrés, ligands
complexant, carbone organique, salinité, etc. L'addition séquentielle de métaux influe
également sur la toxicité. Tous ces facteurs peuvent avoir une incidence négative sur la

disponibilité des métaux et donc induire leur toxicité (Prasad et Strzatka, 2002).

L’assimilation de quantités phytotoxiques de métaux par les plantes supérieures ou les algues
peut induire I’inhibition de nombreuses enzymes et augmenter 1’activité d’autres (Van Assche
et Clijsters, 1990). Elle peut également causer I’inhibition de la croissance, des dommages au
niveau des racines ou des chloroses (Pavlikova et al., 2008). Les symptdmes de toxicité
observés dans la plante peuvent étre dus a un ensemble d’interactions au niveau cellulaire

(Hall, 2002).

Une des conséquences de I'exposition aux métaux lourds est la détérioration du bilan hydrique
de la plante (Rauser et Dumbroff, 1981; Poschenrieder et al., 1989; Barcelo et Poschenrieder,
1990). La toxicité peut résulter de la liaison des métaux aux groupes sulfhydriles dans les
protéines, entrainant 1’inhibition de l'activité ou la perturbation de la structure (Van Assche et
Cligsters, 1990). L'absorption excessive d'éléments actifs d'oxydoréduction par les plantes

entraine une destruction oxydative (Ducic et Polle, 2005).

Les changements de volume des vacuoles, mitochondries et chloroplastes, la dilatation des
membranes, tubules, grana et thylacoides, la multinucléation, les perturbations dans les
microfibrilles de membrane et les changements dans les produits de stockage ont été observeés

chez plusieurs algues aprés un traitement aux metaux (Prasad et Strzatka, 2002).

En outre, I'ATPase de la membrane plasmique, responsable du pompage électrogéne et le
transport des éléments nutritifs s'est avérée étre fortement affectée par les métaux. L'ATPase H*
est une enzyme liée au phosphate et joue un réle important dans la régulation du déploiement
des H" a travers la membrane cellulaire, afin de maintenir le pH cytoplasmique a la neutralité.
Par conséquent, l'inhibition de l'activité de I'ATPase H* mene a l'acidification du cytoplasme et

la perturbation du gradient des H* dans le plasma ainsi que la membrane des thyllacoides,
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conduisant & une défaillance de l'appareil photosynthétique et des autres processus cellulaires
(Prasad et Strzatka, 2002).

En réponse a l'accumulation excessive d'ions meétalliques, les plantes ont développé des
mécanismes variés pour maintenir et réglementer I'noméostasie fonctionnant a la fois aux
niveaux intra et extracellulaires (Pavlikova et al., 2008). Les cations polyvalents peuvent
interagir avec les parois cellulaires plus que les cations monovalents en raison de leur forte
attraction électrostatique pour les sites de charges négatives de la paroi. Il doit exister un
mécanisme de régulation en amont de la membrane plasmique cellulaire de la feuille dirigeant
les métaux a leur emplacement définitif dans la plante. La paroi cellulaire pourrait jouer un réle

dans ce mécanisme de régulation (Cosio et al., 2004).

Lors de I'exposition a des métaux, souvent les plantes synthétisent un ensemble de divers
métabolites qui s'accumulent & des concentrations millimolaires, particulierement des acides
aminés spécifiques, tels que proline et histidine, des peptides tels que glutathion et

phytochelatines, des amines de spermine, putrescine, nicotianamine... (Sharma et Dietz, 2006).

La tolérance au métal peut étre définie comme la capacité d'un organisme pour survivre a la
toxicité des métaux au moyen de propriétés intrinseques, pouvant inclure la possession d’une
membrane cellulaire imperméable, changer le taux d'absorption du métal ou son élimination, la
capacité de lier ou séquestrer les métaux et les différences de sensibilité des enzymes a

I'inhibition induite par les métaux (Mallick et Rai, 2002).

Les plantes possédent plusieurs mécanismes cellulaires qui pourraient étre impliqués dans la
détoxication des métaux lourds et donc la tolérance au stress métallique. L'efflux des ions a la
membrane plasmique ou le transport dans la vacuole sont deux facons de réduire les niveaux de
métaux toxiques dans le cytosol, et sont donc potentiellement d’importants mécanismes de

tolérance de métaux lourds (Hall, 2002).

Elles possédent également des mécanismes d'homéostasie cellulaires pour réguler la
concentration des ions métalliques a l'intérieur de la cellule afin de minimiser les dommages
éventuels qui pourraient deécouler de I'exposition a des ions métalliques non essentiels
(Benavides et al., 2005).

Les mécanismes moléculaires proposés pour l'explication de la tolérance métallique chez la

plante par désintoxication ont donné lieu a la fixation des éléments toxiques par la paroi
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cellulaire, leur compartimentation dans les vacuoles et des mécanismes d'adaptation d'ordre
métabolique et enzymatique (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999; Schiitzendiibel et Polle, 2002;
Sharma and Dietz, 2006). En outre, la compartimentation vacuolaire de concentrations
excédentaires de métaux semble étre une forte composante de la stratégie de détoxication

métallique de la cellule (Dietz et al., 2001).

11.3.1.3. Les métaux lourds dans le ciment
Le ciment contient aussi des métaux lourds a 1’état de traces de sources naturelles du matériau
brut. Les composés volatils, comme les composés de mercure, de plomb et de thallium peuvent
s’évaporer pendant le processus d’incinération puis précipiter dans la partie de refroidissement
du four et peuvent se retrouver dans les poussieres. Alors que les composés les moins volatils
s’incorporent au clinker durant le processus d’incinération (Stephan et al., 1999). Selon Wang
et Vipulanandan (2000), en plus de la silice, le ciment contient des métaux lourds tel que le
chrome, utilisé et ajouté dans le but de retarder le temps de durcissement et la force de pression

du ciment.

L'addition de Cr(VI1) au ciment Portland augmente le temps de durcissement du ciment, en
interférant avec le processus normal dhydratation. L'immobilisation du Cr(VI) par
solidification et stabilisation du ciment est atteinte par la formation d'un chromate de calcium
complexe (CaCrQO4) avec une faible solubilité. Le processus de I'hydratation du ciment est
affecté en présence de Cr(VI) parce qu’une partie des Ca®" du ciment réagissent avec CrO4>".
Cette réaction entre Ca?* et Cr(VI) retarde la pose du ciment. En plus du K2CrO4 non traité
lessivé lors de l'essai TCLP (toxicity characteristics leaching procedures), CaCrOs dissocié

réagit avec I'ion hydrogene selon la réaction suivante :
CrOs# +H* ———» HCrOs

Cette réaction explique le recouvrement du Cr(VI) pendant le TCLP. L’analyse par diffraction
des rayons X a montré qu'il y a du Cr(VI) non traité dans le systéeme de ciment solidifié¢, comme
en témoigne la présence de pics KoCrOs a la concentration 0,2 ; 2 et 5 % de poids (Wang et
Vipulanandan, 2000). En présence de Cd et Zn, I'hydratation est en général rapide, mais elle est
considérablement plus rapide en présence de Cr. Les colloides Zn accélérent les parametres et
retardent I'nydratation (Rosseti et Medeci, 1995). Les données rassemblées dans les tableaux Il-

3 et 11-4 confirment les teneurs élevées en métaux lourds dans le ciment Portland.
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Tableau 11-3 : Teneurs en métaux contenus dans le ciment Portland et dans la roche naturelle
en ppm (Fauveau, 1997).

Teneurs en ppm

Roche naturelle

Cr | Mn Fe Ni Zn As | Cd Pb
Péridotite 729 | 793 | 60,300 | 2281 | 171 0 3 40
Gres 47 |65 |8,700 |88 83 2 <1 |81
Schistes 132 | 568 | 70,400 | 66 174 17 2 101
Granite 137 | 219 | 10,250 | 421 |83 4 1 93
Quartzite 13 |8 598 5 6 2 <1 |23
Ciment Portland
Minimum 63 | 107 | 26,000 | 18 21 13 0 9
Maximum 154 | 922 | 35,000 | 49 290 117 |2 171

En effet, la teneur maximale de 171 ppm pour le plomb et 154 ppm pour le Cr (Tableau 11-3)
peuvent induire des dégats préjudiciables aux végétaux, a la population et a I’environnement.
Pour Mijno (2007), les teneurs en différents métaux lourds pouvant se trouver dans le ciment
Portland sont reportés dans le tableau 11-4, certaines sont considérées élevées et néfastes.
Tableau I1-4 : Composition chimique en ppm de quelques métaux et minerais contenus dans le
ciment Portland (Mijno, 2007).

Métaux et minerais
As | Ba Cd Cr | Cu| Ni Pb | Sr | Zn | Zr
Teneurs en ppm 5 144 | <ld. | 108 |15 |24 22 697 | 99 | 80

Ciment Portland

11.3.1.4. Le cadmium (Cd)
Le Cadmium (*1241Cdsg), 65°™ élément naturel en abondance dans la croute terrestre ; élément
de transition du groupe Il B est un élément non essentiel et toxique, sans aucune signifiance
métabolique. 1l a une semblable configuration électronique et état de valence, possédant des
affinites égales pour les ligands de soufre, d'azote et d'oxygéne (Aravind et Prasad, 2005). C’est
un métal lourd dont le nombre d’oxydation le plus commun est +2 (Buchet et al., 1990 ;
Staessen et al., 1999).
a. Origine du cadmium polluant
Le Cd (densité 8,6 g.cm) est un métal lourd assez répandu (Cosio et al., 2004), naturellement

présent dans les écosystémes a 1’état de traces (0,04—0,32 mM), listé par ’EPA comme un des
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126 polluants prioritaires, sa demi vie dans le corps humain est estimé entre 15 et 20 années
(Jin et al., 1998). II est libéré dans I’environnement par les stations électriques, systémes de
chauffage, industrie de métaux, incinérateurs de déchets, trafic urbain, stabilisateurs plastiques,
batteries NiCd, cimenteries, pigments et les fertilisants phosphatés (Sanita di Topi et Gabrielli,
1999), produits chimiques stabilisants, (Buchet et al., 1990 ; Staessen et al., 1999). Environ
13000 tonnes de Cd sont produites annuellement a travers le monde. Le Cd est reconnu comme
polluant extrémement significatif a cause de sa toxicité et solubilité dans 1’eau (Pinto et al.,
2004).

b. Phytotoxicité du cadmium
Le Cadmium est un métal lourd parmi les plus nocifs et les plus redoutables (Cosio et al.,
2004). C’est un ¢lément non essentiel qui affecte négativement la croissance et le
développement des plantes (Benavides et al., 2005). C’est la cause d’un nombre d’événements
paralleles et/ou consécutifs au niveau moléculaire, physiologique et morphologique (Sanita di
Topi et Gabrielli, 1999).

Cosio et al. (2006) rapportent que quelques dégats macroscopiques sur le feuillage d’arbres
sous forme de chloroses et nécroses inégales croissent avec 1’age de la feuille, comme c’est le
cas de Salix viminalis tolérant au stress cadmié. En utilisant I’autoradiographie, ces mémes
auteurs ont trouvé que le gradient d’accumulation est en fonction de 1’age de la feuille avec une
faible teneur en Cd distribuée régulierement dans un jeune feuillage et de plus importante
teneur accumulée préférentiellement au niveau des veines des feuilles plus agées. Selon
Pavlikova et al. (2008), I’excés de Cd altére la synthése des ARN, inhibe I’activité de la
ribonucléase, de la phosphorylation oxydative mitochondriale et interagit avec la balance de
I'eau dans la plante.

La dégénérescence des chlorophylles et la réduction du taux de photosynthése est une réponse
commune dans les plantes exposées a plusieurs metaux, en particulier le Cd (Lagriffoul et al.,
1998). Les solutions de sols ayant une concentration de Cd variant entre 0,32 a environ 1 mM
peuvent étre considérées comme modérément polluées (Sanita di Topi et Gabrielli, 1999). C’est
un métal particulierement dangereux, car les plantes qui poussent sur des sols contaminés
peuvent 1’absorber et ’accumuler en grandes quantités dans les tissus comestibles sans aucun
signe visible, introduisant ainsi le métal dans la nourriture (Monteiro et al., 2008 ; Pavlikova et
al., 2008). L’absorption du Cd par les plantes représente un transport opportuniste pouvant

remplacer un autre cation divalent comme Zn?*, Cu?* ou Fe?* (Welch et Norvell, 1999).
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Le transport du cadmium & travers la membrane est probablement facilité par les transporteurs
qui servent a la mobilité des metaux essentiels ; aussi, le cadmium limite leur absorption
comme il inhibe le transport de Fe vers les tiges. Il peut se lier également a des groupes
spécifiques de protéines et de lipides ou de protéines des canaux des membranes, inhiber donc
le transport et perturber I'absorption de nombreux macro et micronutriments. La destruction des
membranes cellulaires peut modifier le rapport entre les éléments essentiels et entrainer la

diminution de leur contenu, incitant ainsi les carences en éléments nutritifs (Cseh, 2002).

Les dommages causés par le Cd conduisent a la décoloration des chlorophylles (Pavlikova et
al., 2008). C’est un métal particulicrement néfaste pour I'appareil photosynthétique.
L’inhibition de 'activité de la Rubisco (ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase) dans
le cycle de Calvin est considérée comme une réponse primaire a un stress Cadmié (Siedlecka et
al., 1997) ; les niveaux de chlorophylle totale et de I'efficacité photochimique maximale du
photosysteme 11 peuvent étre réduits dans les différentes espéces de plantes (Mysliwa-Kurdziel
et al., 2002).

Il a été raporté par Sanita di Topi et Gabrielli (1999) que I’ouverture des stomates, la
photosynthése et la transpiration sont des mécanismes affectés par le cadmium en solution
nutritive, mais le métal est absorbé par les plantes plus facilement dans les solutions nutritives
que des sols. Donc, le Cd interfere avec la photosynthese, la respiration et le métabolisme de
I'azote induisant un stress oxydatif, pouvant aboutir a la faible croissance et production de

biomasse.

c. Accumulation et tolérance des plantes au cadmium
Dans les feuilles de 1’Arabidopsis halleri, les trichomes ont de loin les plus importantes
concentrations en Zn et Cd. A l’intérieur du trichome il y avait une compartimentation Sub-
cellulaire frappante, avec presque tous les Zn et Cd accumulés dans un cercle étroit de la base
du trichome ; cependant, les cellules du mésophylle semblent jouer un réle important dans la

capacité d’hyperaccumulation de ces deux éléments pour ce végétal (Kipper et al., 2000).

11.3.1.5. Le chrome (Cr)
En termes d’abondance, le chrome est le septieme ¢lément de 1’écorce terrestre. C’est un
important contaminant de I’environnement, libéré dans l'atmosphére suite a son énorme

utilisation industrielle (Panda et Choudhury, 2005). Le chrome existe sous plusieurs états
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d’oxydation avec une valence pouvant varier de —2 a +6. Les états de stabilité les plus
importants étant 0 (élément Cr), +3 (Cr trivalent) et +6 (Cr hexavalent). Biologiquement, les
composés a Cr(Il) et Cr(IV) sont les plus signifiants (Codd et al., 2001). Le Cr(lll) est un
minéral biologique essentiel a faible dose ; nécessaire pour le métabolisme de l'insuline et le

métabolisme normal du glucose (Jeejeebhoy, 1999).

a. Origine du chrome polluant
En plus de la roche mére, le chrome provient de diverses origines pour s’incorporer dans le
compartiment biotique de 1’écosystéme (Sharma et al., 1995). La plus large utilisation des
composés chromés, principalement les formes Cr(lIl) et Cr(VI), dans les alliages, aciéries,
moulages, tannage de cuirs et préservation du bois, font de ces industries de potentielles

sources de contamination de I’environnement par le chrome (Dixit et al., 2002).

b. Phytotoxicité du chrome
Parmi les nombreuses formes de Cr, Cr(VI) est la plus importante en raison de sa toxicité,
solubilité et mobilité (Wang et Vipulanandan, 2000). Le Cr(VI) est classé comme principal
contaminant toxique et mutagene (Han et al., 2004). Une concentration élevée en Cr peut
perturber 1’ultrastructure du chloroplaste et inhiber ainsi le processus de photosynthese. Le
stress oxydatif induit par le chrome initialise la dégradation des pigments photosynthétiques

causant ainsi une baisse de croissance (Panda et Choudhary, 2005).

Contrairement au cuivre, le chrome n’est pas considéré comme élément essentiel dans la
nutrition des plantes. Les symptémes de phytotoxicité au chrome comprennent une faible
croissance et une chlorose des feuilles (Sharma et al., 1995).

Le Cr est également un métal dont le comportement redox dépasse celui des autres métaux tels
que Co, Fe, Zn, Ni, etc., il peut affecter le métabolisme antioxydant chez les plantes (Panda et
Choudhury, 2005); causer une réduction du nombre de cellules parenchymateuses et
palissadiques dans la feuille, induisant la formation de dépots de caillot au niveau des racines et
tiges, en plus de I’augmentation du nombre de vacuoles et des matériaux denses d’¢lectrons le
long de la paroi du xyléme et des vaisseaux du phloéme.

Dixit et al. (2002) montrent que la présence de chrome dans les mitochondries de la racine des
plantes traitées au Cr(VI) indique un transport du métal dans cet organite. Les phospholipides
et protéines sont suggérés comme des sites spécifiques de la liaison du cation avec les

membranes mitochondriales. L'inhibition du transport d'électrons induite par le Cr peut étre due
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a son interaction avec le Cu et le Fe des transporteurs d'électrons subissant des changements
d'oxydoréduction au cours de la circulation des électrons.

Il ressort de I'inhibition de I'activité de transport d'électrons que Cr en acces affecte les éléments
fonctionnels de la chaine de transport d'électrons dans les mitochondries de la racine ; cette
toxicité des mitochondries comporte un mécanisme de stress oxydatif par les radicaux
superoxydes (Dixit et al., 2002). Bien que le taux d’adsorption et de translocation du chrome
dans les végétaux soit faible (Mengel et Kirkby, 1987), I’action des sels chromiques sur les
végétaux se manifeste par un dépérissement général de toutes les parties du vegétal et par la

destruction de ’appareil chlorophyllien (Moore, 1991).

c. Accumulation et tolérance des plantes au chrome
La teneur en Cr dans la partie foliaire de la plante est normalement inférieure a 1 mg.kg™,
valeur largement en-dessous de sa concentration dans le sol (Losi et al., 1994). Une
accumulation accrue provoque une perturbation de l’ultrastructure du chloroplaste et induit
donc un disfonctionnement du processus photosynthétique (Panda et Choudhury, 2005).
Généralement, la concentration en chrome total dans les plantes terrestres étudiées varie entre
0,1 et 45,2 ppm (Moore, 1991).

Les arbres possedent une considérable faculté de s’adapter au stress induit par les métaux
toxiques. En dépit de cette capacité, il existe une importante variation d’aptitude chez les
différentes especes et populations d’arbres pour survivre et se développer en réponse aux
teneurs élevées en métaux (Dickinson et Lepp, 1995). Le phénoméne de compartimentation ou
de liaison de la paroi cellulaire pourrait jouer un role majeur dans I’hyperaccumulation des

métaux lourds (Cosio et al., 2004).

11.3.1.6. Le cuivre (Cu)

L’ion cuivre (Cu(T), Cu*) a 10 électrons sur les orbitales d (3d*°), tandis que le cuivre ion (Cu
(1), Cu?*) a seulement 9 électrons dans les orbitales d (3d°), un électron étant impair. Par
conséquent, le cuivre bivalent (Cu(ll)) est paramagnétique et représente I'état d'oxydation le
plus stable du Cu (Valko et al., 2005). In vivo, Il peut exister dans de multiples états
d'oxydation (Marschner, 1995; Yruela, 2005). C’est un métal omniprésent dans notre
environnement, et est également essentiel pour le fonctionnement de la plupart des organismes
vivants (Andrews, 2001).
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Le cuivre est présent dans la plastocyanine (Photosynthese), cytochrome C oxydase
(Respiration), laccase, superoxide dismutase (SOD), ascorbate oxydase (défense
antioxydative). Il est également impliqué dans le contrdle du métabolisme hormonal (récepteur
d’¢éthyléne) (Rodriguez, 1999). Equipé d’un potentiel redox élevé, le cuivre sert de cofacteur
pour les protéines impliquées dans de nombreuses réactions biologiques, telles que la
photosynthése et la respiration, formation de tissus conjonctifs, métabolisme du fer et

élimination des radicaux libres (Andrews, 2001).

Le Cuivre participe a des réactions biologiques importantes comme cofacteur enzymatique
(cytochrome-C-oxydase et amine oxydase), transporteur d'électrons dans la phosphorylation
oxydative et la photosynthese (Solomon et Lowery, 1993). A des concentrations élevees, il peut
étre fortement toxiques (Rooney et al., 2006). Cu peut altérer les membranes cellulaires par
peroxydation et dégradation des acides gras polyinsaturés (Weckx et Clijsters, 1996), induisant
une accumulation et des dommages dans la cellule végétale (Deng et al., 2004).

Le cuivre est un micronutriment essentiel pour la croissance des plantes. Il participe a de
nombreuses fonctions physiologiques comme un composant de plusieurs enzymes de la plante,
avec des exigences minimales de l'ordre de 1 a 5 mg/g dans les tissus végétaux, selon les
especes (Marschner, 1995). Mais en exces, il devient une menace pour la fonction réguliére des
activités métaboliques de la plante. Dans la cellule, Cu?* est facilement réduit en Cu* (Sgherri
et al., 2007).

a. Origine de la pollution par le cuivre
L’accumulation du cuivre dans les sols résulte de I'utilisation des fertilisants, I’application des
coulis de porc et de volailles qui en sont riches, les fongicides, les dépdts atmosphériques issus
de I’industrie et de 1’activité urbaine, les mines métalliféres ou le traitement des métaux (Bernal
et al., 2007). Le cuivre est communément utilisé aussi comme agent antiseptique (Baumann et
al., 2009).

b. Phytotoxicité du cuivre
Les teneurs élevees en cuivre inhibent la croissance et le développement des plantes (Bernal et
al., 2007). Son seuil de toxicité se situe entre 20 et 30 mg.kg™? de poids sec (Marshner, 1999).
Sous conditions physiologiques, le cuivre existe sous forme ionique Cu* et Cu®*. Le cycle

redox entre Cu?* et Cu®™ peut catalyser la production de radicaux hydroxyles, avec des
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dommages notables a I’ADN, aux lipides, aux protéines et a d’autres biomolécules (Halliwell et
Gutteridge, 1984). Les ions libres du cuivre oxydent carrément la liaison thiol a I’intérieur des
protéines, provocant la perturbation de leur structure secondaire (Ducic et Polle, 2005). Il a été
également constaté que le cuivre interfére avec le métabolisme et I'absorption du Mn. A
l'augmentation de la concentration de cuivre correspond une diminution du contenu cellulaire
du Mn. La réduction de la croissance est évidente dans le phytoplancton océanique. Cet effet

est inversé par I'augmentation de la concentration de Manganése (Prasad et Strzatka, 2002).

Les plantes qui croissent en présence de teneurs élevées en Cu présentent normalement une
biomasse réduite et des symptébmes de chloroses. Un faible contenu chlorophyllien, des
altérations de la structure des chloroplastes et de la composition des membranes des thylacoides
ont été signalés dans les feuilles suite a de telles conditions de croissance (Quartacci et al.,
2000).

c. Accumulation et tolérance des plantes au cuivre
Les niveaux critiques de la carence en cuivre sont de l'ordre de 1-5 mg.kg™ de poids sec de la
plante et le seuil de toxicité est au-dessus de 20 a 30 mg.kg™? de matiére séche (Marschner,
1999). Cu, comme ion libre, peut générer un stress oxydatif et causer des dommages graves aux
molécules organiques. Les ions cuivre libres oxydent facilement les liaisons thiol dans les
protéines, causant une perturbation de leur structure secondaire (Ducic et Polle, 2005). Il a été
constaté qu’il intervient au niveau de multiples sites de la chaine de transport d'électrons de la

cyanobactérie fixatrices d'azote, Anabaena doliolum (Rai et al., 2003).

En raison de sa capacité de catalyser la formation de dangereux radicaux libres et de générer la
peroxydation lipidique, Cu peut étre extrémement phytotoxique. 1l a été également montré que
la réduction d'un électron d'oxygene moléculaire en Oz, au détriment du NAD(P) H du

cytosol, par une oxydase de la membrane plasmique, est augmentée par le cuivre (Quartacci et
al., 2001).

La tolérance des plantes au cuivre peut se définir comme 1’habilité d’un organisme a se
développer et a croitre en présence d’ions de cuivre (Bernal et al., 2007). Le systeme
membranaire de transport joue un réle central dans le processus de translocation du cuivre du
sol a travers la plante, et le distribue dans les compartiments des différentes cellules et

organelles (Yruela, 2005). Les faibles concentrations de cuivre causent environ 50 %
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d'inhibition de la fluorescence de la chlorophylle a; et I’activité d'évolution de 1'oxygéne
n'affecte pas la composition des polypeptides du photosysteme Il. Le contenu réduit de
chlorophylle observé dans les feuilles des plantes cultivées en présence de fortes concentrations
de cuivre les rend plus vulnérable a la photoinhibition comme conséquence d'un deficit en Cu
(Yruela et al., 2000).

11.3.1.7. Le magnésium (Mg)
a. Importance du magnésium pour les plantes
Le magnésium est un élément majeur de la nutrition minérale des végétaux. Il entre dans la
composition de plusieurs organites cellulaires. C’est I’atome central dans les molécules de
toutes les chlorophylles. In vitro, les ribosomes se décomposent en leurs sous-unités lorsqu’on
leur retire le magnésium (traitement a ’EDTA par dialyse) ; lorsqu’on ajoute de nouveau du
magnésium dans le milieu, les particules completes se reforment. En tant que cofacteur, le
magnésium active une série d’enzymes. Des étapes réactionnelles, dont les enzymes sont
activées par la lumiére, seraient principalement responsables du déroulement correct du cycle
de la lumiere: celles qui sont catalysées par la fructose-diphosphatase, la sédoheptulose-
diphosphatase, la ribulose diphosphate carboxylase et la phosphoribulokinase. Elles dépendent
des ions Mg?* et n’atteignent leur pleine activité que si ces ions sont présents dans le stroma en
quantité suffisante. Il forme également un complexe avec I’ATP avant que celle-Ci ne soit
dégradée pour fournir de 1’énergie. En fin, il joue un role important dans la régulation de la

fixation du CO> pendant la photosynthése (Richter, 1993).

11.3.1.8. Le manganése (Mn)
Le Mn est un métal existant dans la nature a I’état d’oxydes, sous différents états d’oxydation.
Son niveau normal dans I’air au voisinage de zones industrielles est de 0,03 pg/m3, 0,05 mg/I
dans I’eau potable et de 560 a 850 ppm dans le sol. Il est utilisé par les plantes sous la forme
bivalente Mn?* (Mukhopadhyay et Sharma, 1991). Le Manganése est un micronutriment
essentiel pour plusieurs processus métaboliques importants, telle que la photolyse de I'eau par

PS 11 ou pour I'assimilation de NO2~ dans les chloroplastes (Fodor, 2002).

a. Importance du manganese pour les plantes
Le manganese est un élément trace essentiel pour les végétaux supérieurs : ¢’est un activateur
d'un certain nombre d'enzymes participant a la photosynthese, la respiration et la synthese des

protéines, des lipides et des glucides. Une déficience en Mn peut inhiber 1’élongation des
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cellules et diminuer la croissance (Mukhopadhyay et Sharma, 1991). Le manganese joue un
important role dans le processus redox, la balance de 1’eau, 1’évolution de I’oxygéne dans le

systeme photosynthétique et dans la Mn-protéine dans le photosysteme Il (Sinha et al., 2006).

Le manganése est un composant essentiel du WOC (Water-Oxidizing Complex : complexe
d’oxydation de l'eau) au niveau du PS II. La notion prévalue est que le WOC est un amas
d'atomes de Mn qui agit comme un "condensateur biologique" capable de stocker un total de
quatre équivalents oxygene catalysant I'oxydation de I'eau en I'oxygene (Hotchandani et al.,
1999). Le manganese est essentiel aux fonctions vitales de la plante a tous les stades du
développement. 1l agit comme cofacteur de plusieurs enzymes telles que la Mn-superoxide
dismutase, Mn—catalase, pyruvate carboxylase et phosphoénolpyruvate carboxykinase. A cet
effet, l'incorporation du Mn par les cellules est essentielle, particulierement dans la
photosynthése, ou il joue un réle critigue comme accumulateur d'équivalents de charges

positives dans la réaction catalysée par le PS 1l (Marschner, 1995).

Le Mn facilite la synthése de la chlorophylle et I'assimilation des nitrates ; il active les enzymes
de la biosynthese des lipides ; fonctionne dans la formation de riboflavine, d’acide ascorbique
et de caroténe. Les plantes different considérablement par leur concentration en manganese
dans les feuilles (Ducic et Polle, 2005) et dans leur sensibilité a la carence au Mn (Mengel et
al., 2001).

b. Phytotoxicité du manganese

Bien que le manganése forme des composés relativement solubles a pH éleve, sa toxicité
constitue un probleme quand le pH du sol est acide. Les symptdmes de toxicité sont difficiles a
différencier de ceux dus aux autres facteurs stressants, le sol contient du manganese libre
souvent autant que des ions Al libres. Ceci est fortement augmenté par ’acidité du sol et
I’importance des dépdts (Jackson et al., 1990). Les parties aériennes de la plante sont beaucoup
plus affectées que le systeme racinaire (Mukhopadhyay et Sharma, 1991 ; Boojar et Goodarzi,
2008).

Le premier symptdbme de la toxicité au manganése est la diminution du taux de la
photosynthése nette en plus d’une augmentation dans I’activité de la polyphénol-oxydase dans
la feuille. Ceci peut étre le résultat de 1’interaction entre 1’ion Mn et la Rubisco. Une exposition
continue a cet ion engendre ultérieurement une réduction de la photosynthese et une diminution

dans les teneurs en chlorophylles et en protéines (Jackson et al., 1990).
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c. Accumulation et tolérance des plantes au manganése
L’accumulation du manganése a particulierement lieu dans les cellules périphériques du pétiole
et celles du parenchyme palissadique et du parenchyme spongieux (Mukhopadhyay et Sharma,
1991). Quelques années plus tard, Gonzales et Lynch (1999), rapportent que Mn pourrait
s’accumuler dans les vacuoles, dans les parois cellulaires et les thylacoides.
Les mécanismes moléculaires de la tolérance au manganese demeurent obscurs. Le seuil de
tolérance varie d’une espéce a 1’autre et semble étre compliqué vu qu’il est sous le contrdle de

plus d’un géne (Mukhopadhyay et Sharma, 1991).

En 1999, Gonzales et Lynch ont pu démontrer que la compartimentation du manganése se
produit a la fois dans le tissu et au niveau des organites ; cette accumulation dans la fraction
enrichie de I’épiderme pourrait contribuer a la tolérance de Phaseolus vulgaris au Mn. Ces
mémes auteurs suggerent €¢galement que 1’exces de manganese est immobilisé dans les cristaux

d’oxalate, comme une autre forme de tolérance et de détoxification.

11.3.1.9. Le nickel (Ni)
Le nickel est un métal blanc argenté que I’on retrouve dans plusieurs états d’oxydation allant de
—1 a +4 (Barceloux, 1999). Cependant, I’état d’oxydation +2 est le plus commun dans les
biosystéemes. Les forces chimiques et physiques (érosion, précipitation et chélation)
redistribuent constamment le nickel entre 1’eau, I’atmosphére et le sol. C’est un élément
essentiel dans la nutrition des plantes (Kovacik et al., 2009). C’est un métal actif non redox
incapable de stimuler la formation de ROS directement (Gajewska et Skddowska, 2005). C'est
un "ultramicronutrient™ essentiel pour la plante, et le centre actif de l'uréase et le cofacteur

d'une superoxyde dismutase (SOD) (Kupper et Kroneck, 2007 ; In Kovacik et al., 2009).

a. Origine de la pollution par le nickel
En raison de sa faible teneur dans les plante (0.05-10 mg.g™ de poids sec), la déficience du
nickel est rare, comparée a son exces causé par I’industrie de métallurgie et 1’exploitation des
mines (Kovacik et al., 2009).

b. Phytotoxicité du nickel
Dans I’environnement, I’excés de nickel diminue les teneurs en chlorophylles (Gajewska et
Skodowska, 2007), la croissance (Boominathan et Doran, 2002) et la balance d’eau dans les
plantes sensibles aux métaux lourds (Pandey et Sharma, 2002). Il est connu également que le

surplus de nickel dans la plante peut avoir des effets toxiques sur la photosynthése, la
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transpiration et 1’assimilation des éléments minéraux. Le mécanisme de toxicité n’est pas
encore entierement élucidé mais la tolérance des plantes au nickel dépend de I’espeéce (Tatar et
al., 1999).

Le nickel s’accumule dans les feuilles des plantes contenant des concentrations élevées en
citrate, ce qui suggére que cet acide organique puisse étre impliqué dans la détoxification du
nickel. Les effets évidents attribués a la déficience en nickel suggérent qu’il est impliqué dans

de nombreux processus meétaboliques (Jackson et al., 1990).

11.3.1.10. Le zinc (Zn)

Le zinc est le 25°™ élément en abondance dans la croute terrestre. On le rencontre dans la
nature principalement sous forme de blende (ZnS). C’est un élément trace omniprésent
essentiel pour les plantes et les animaux. La teneur en Zn libre intracellulaire est faible : de
I’ordre de 0,5 nM. Son nombre d'oxydation le plus stable est +2 (Ginthardt-Goerg et
Vollenweider, 2007). Le Zinc (®*%*Zngo), est un élément de transition du groupe Il B. Il
posseéde une configuration électronique et une valence similaire a celles du cadmium, avec une
¢gale affinité aux ligands sulfure, a 1’azote et a I’oxygeéne (Aravind et Prasad, 2005). Le corps
humain en contient 1,5 a 2,5 g de Zinc, présent dans tous les organes, les tissus, les fluides et
les sécretions (Benters et al., 1997).

a. Origine de la pollution par le zinc
La plupart du zinc dans I'environnement provient de sources anthropiques, notamment la
métallurgie (mines, fonderies, finition des métaux), I'agriculture (engrais, pesticides, fumier),
production d'énergie (essence au plomb, fabrication de piles, centrales électriques), boues

d'épuration, microélectronique et élimination de déchets (Mattielli et al., 2009).

b. Accumulation et phytotoxicité du zinc dans les plantes

Van Assch et Clijsters (1990) rapportent que la phytotoxicité du zinc est confirmée aussi bien
en agriculture qu’en écologie et apparait sous forme de nécroses et de chloroses.

L’accumulation du zinc est accrue dans le vieux feuillage ; il y a peu de détoxification de zinc
par stockage dans les parois cellulaires ; avec accumulation préférentielle dans les tissus de la
face inférieure des feuilles prés des veines, souvent a l'intérieur des chloroplastes et rarement a
I'intérieur de la vacuole (Gunthardt-Goerg et Vollenweider, 2007). Par contre, Zhao et al.,
(2000) montrent qu’il s’accumule de préférence dans les trichomes. Pour Frey et al. (2000), il

semble qu’il est séquestré dans les vacuoles des cellules de 1’épiderme de Thlaspi caerulescens,
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sous forme soluble. En 2002, Sarrat et al. ont trouvé que le zinc se liait au malate, quant a
Kdpper et al. (2002) eux, le trouvent accumulé au niveau du mésophylle des cellules.

Avec une concentration de 3000 ppm de zinc dans la couche arable, Cosio et al., (2006)
observent des lésions macroscopiques en forme de pointillés sur la face supérieure de la feuille
et des zones nécrotiques prés des veines et sur les bords. Ginthardt-Goerg et Vollenweider
(2007) eux, ont remarqué des effets directs du zinc dans le phloeme, des plis dans les parois

cellulaires, en plus d’une dégénérescence du contenu cellulaire.

11.3.1.11. L’aluminium (Al)
L’aluminium est un élément des plus abondants de la croute terrestre, avec environ 7 % de sa
masse (Gianakoula et al., 2008). Comme I’aluminium n’est pas un métal de transition, il ne

catalyse pas de réactions de peroxydation (Rama Devi et al., 2003).

a. Accumulation et tolérance des plantes a I’aluminium
Un stress di a I'aluminium entraine 1’inhibition partielle de la photosynthése et le transport
d’¢électrons sur le photosystéme II, la fermeture des centres de réaction du photosysteme II, une
perte du contenu élémentaire des chloroplastes et, une acidification concomitante du contenu

intrathyllacoidal, donc une inhibition de la photosynthese (Moustakas et al., 1995).

En réponse a un traitement a I’aluminium, la concentration en proline augmente au triple au
niveau des racines de plantes tolérantes, une légere augmentation est observée dans les racines
des plantes sensibles. D’un autre coté, de nombreuses espéces végétales ont développé des
mécanismes compliqués face a un stress dii a I’aluminium (Gianakoula et al., 2008). Plusieurs
mécanismes ont €té proposés par la littérature pour la tolérance ou I’évitement de la plante a
une toxicit¢ a I’aluminium (Kochian, 1995). Par exemple : Une exposition des plantes a
I’aluminium entraine un déficit en eau (Barcelo et Poschenrieder, 1990). Aussi, ’atténuation du
deéficit hydrique par la synthése de la Proline peut sensiblement contribuer a I'adaptation des
plantes aux conditions de stress a I’Aluminium (Giannakoula et al., 2008).

Tabuchi et al., (2004) ont montré que, chez des cultivars de blé résistant, I’aluminium augmente
les teneurs en sucres solubles et inhibe I'élongation des racines. Ils suggérent également que le
potentiel osmotique est faible par I'augmentation de la concentration en sucres solubles dans le
suc cellulaire, permettant ainsi au cultivar résistant de prendre de I'eau et aux cellules des
racines de s'allonger contre la rigidité de la paroi cellulaire sous contrainte de stress a

I'Aluminium.
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Ainsi, la tolérance est corrélée avec l'augmentation des niveaux de nutriments minéraux
(Giannakoula et al., 2008). Plusieurs mécanismes de tolérance sont proposes chez les plantes

impliquant I'évitement externe ou la tolérance interne (Kochian, 1995).

b. Phytotoxicité de I’aluminium
L'effet le plus important de la toxicité de I'aluminium est une diminution considérable de la
croissance des racines, qui conduit a une faible productivité (Milla et al., 2002). Une
concentration de 1’ordre de la micromole peut inhiber 1’élongation de la racine des plantes et
influer I’absorption de I’eau et des autres éléments nutritifs, induisant un retard de croissance et

développement des plantes (Delhaize et Ryan, 1995).

Le stress oxydatif peut étre un élément important de la réaction de la plante a la toxicité a
I’aluminium (Yamamoto et al., 2003). Il a été constaté que 1’aluminium inhibe 1'absorption
nette de Ca, Mg et N dans les racines, tandis que le phosphate ne semble pas étre affecté
(Moustakas et al., 1995 ; Poschenrieder et al., 1995). Selon Giannakoula et al. (2008), la

tolérance est corrélée a un taux élevé en nutriments minéraux.

L'importance fonctionnelle de I’accumulation de la proline induite par I’aluminium chez une
lignée de mais tolérante réside dans sa contribution a I'entretien de I'équilibre de I'eau ; un stress

a I’Al est connu pour perturber cet équilibre hydrique (Barcelo et Poschenrieder, 1990).

Gunsé et al. (1997) ont montré que I’aluminium diminue l'extensibilité de la paroi cellulaire et
la conductivité hydraulique chez une variété de mais sensible a I’Al, mais 1’augmente chez une
variété résistante. Les résultats de Tabuchi et Matsumoto (2001), indiquent que I’aluminium

affecte la capacité d’absorption de l'eau des cellules au niveau des racines.

11.3.2. Mécanisme de tolérance des plantes aux métaux

En réponse a une accumulation excessive d’ions métalliques, les plantes ont développé
plusieurs mécanismes pour maintenir et réguler leur homéostasie en opérant a la fois aux
niveaux intra et extracellulaires (Pavlikova et al., 2008). Ce mécanisme cellulaire
homéostatique sert a réguler la concentration en ions métalliques a I’intérieur de la cellule pour
minimiser les dommages potentiels pouvant résulter de 1’exposition aux ions métalliques non

essentiels (Benavides et al., 2005).
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La tolérance des végétaux aux métaux peut étre définie comme 1’habilité d’un organisme a
survivre a la toxicité du métal par le moyen de propriétés intrinseques et de meécanismes
cellulaires potentiels complexes, tels que I’'imperméabilité de la membrane cellulaire,
changement dans la prise ou I’élimination du métal, I’habilité de le liguer ou de le séquestrer, et
les différences de sensibilité des enzymes a inhiber les métaux (Hall, 2002). Dans les feuilles,
les plus importantes teneurs en métaux se trouvent a la base du trichome. Cependant, le
mésophile semble jouer un réle crucial dans la capacité d’hyperaccumulation de Arabidopsis

halleri (Klpper et al., 2000 ; Casio et al., 2004).

Pour Prasad et Strzatka (2002), la membrane plasmique est la premicre cible des métaux. Ainsi,
c’est seulement aprés qu’ils aient passé¢ la membrane qu’ils peuvent interagir avec les autres
composés cellulaires. Deux mécanismes sont généralement retenus pour expliquer les
changements induits par le métal dans la membrane plasmique : un effet direct sur le
groupement sulfhydrile des constituants de la membrane, et les radicaux libres qui induisent la
peroxydation lipidique, phénoméne qui est, au niveau de la biomembrane, une réaction
importante et destructive, parce que les métaux sont connus pour avoir une grande affinité aux
groupements hydroxyles et sulfhydriles. Cela dépend des propriétés physicochimiques des
cations.

Le mouvement des ions a travers la membrane plasmique ou leur transport a 1’intérieur de la
vacuole sont deux voies de réduction du niveau des métaux toxiques dans le cytosol et sont
alors potentiellement d’importants mécanismes de tolérance aux métaux (Hall, 2002). Les
mécanismes moléculaires proposés pour expliquer la tolérance des plantes aux métaux par
détoxification résultent dans la liaison de la paroi cellulaire et les éléments toxiques ainsi que
leur compartimentation dans les vacuoles, dans les mécanismes d’adaptation de nature
métabolique ou enzymatique (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999, Schitzendibel et Polle,
2002; Sharma et Dietz, 2006).

11.4. Les Matieres particulaires (poussiéres ou aérosols)

Les émissions anthropiques de polluants atmosphériques comme les particules et les métaux
lourds, liees a l'urbanisation rapide et a l'industrialisation dans les pays en developpement,
affectent gravement I'environnement et la santé humaine. La pollution par les matiéres
particulaires est un probleme environnemental sérieux principalement en raison de la présence

de substances toxiques et de métaux traces dans I'atmosphére. Les ions solubles dans I'eau sont
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les principaux composants des aérosols atmosphériques, en particulier les plus fines
(Chaudhary et Kumar, 2017).

11.4.1. Généralités sur les aérosols

Les aérosols sont des constituants majeurs de 1’atmosphére au méme titre que les polluants
gazeux. lls sont définis comme une suspension de fines particules liquides et/ou solides dans
I’air, dont la taille varie généralement de 0,01 a 10 um et qui séjournent dans 1’atmosphére de
quelques heures a plusieurs semaines (Behra, 2013), ce qui ne les rend pas visibles, mais on
peut aisément voir leurs effets collectifs dans I’atmosphére quand leur concentration dans
I’atmosphere est élevée. En revanche, on peut voir les aérosols un par un a 1’aide d’un
microscope électronique, ou on remarque la variété des tailles, de formes, d’aspects et couleurs
(Boucher, 2012).

Tableau 11-5 : Composition chimique de la colonne atmosphérique d’aérosols selon (Sportisse,
2008).

Espéce Colonne atmosphérique (mg.m3)
Sels de mer 7.0
Minéral 36.1
Sulfate 6.8
Nitrate 1.3
Feux de biomasse 3.9
Partie organique 4.5

La composition élémentaire des particules de poussiére varie avec leur taille qui dépend parfois
de leurs sources (Ram et al., 2015). On distingue en général, les aérosols inorganiques de ceux
organiques. En pratique, les aérosols apparaissent comme des mélanges complexes d’espéces
organiques, d’espéces inorganiques, de suie (carbone élémentaire) et d’eau liquide. La
composition moyenne de la colonne atmosphérique d’aérosols est indiquée dans le tableau
suivant. Une part non négligeable de la masse n’est pas attribuee par les méthodes actuelles de
mesure. 1l faut aussi compter avec les artéfacts de mesures, liés, par exemple, a des processus
de surface sur les filtres, qui conduisent a modifier la composition chimique lors du

prélevement (Sportisse, 2008).

Les aerosols font partie intégrante du systeme climatique et interagissent simultanément avec

I’atmosphére, la biospheére, I’hydrosphére et la cryosphére. Actuellement, il est largement établi
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et admis que les gaz a effet de serre ne sont pas les seuls facteurs anthropiques de modification
du climat, car les aérosols ont masqué une partie de 1’effet réchauffant des gaz depuis 1’ére

industrielle (Boucher, 2012).

L’ atmosphérique joue un rdle majeur dans la dispersion des métaux. Dans 1’atmosphére, la
plupart des éléments métalliques se trouvent associés a des aérosols, c'est-a-dire a des
particules liquides et/ou solides en suspension dans 1’air. Ces particules sont transportées avec

un temps de séjour plus ou moins long avant de retomber au sol (Gombert, 2005).

11.4.2. Origine et sources des matieres particulaires
Les matieres particulaires constituent un mélange de particules solides et de gouttelettes
liquides se trouvant dans I’air. Elles sont composées de sulfates, de nitrates, d’ammoniac, de
carbone organique, de carbone noir, de métaux et de poussiére du sol. Les matiéres
particulaires et les produits chimiques qui sont leurs précurseurs sont transportés dans I’air et

traversent les frontiéres étatiques, provinciales, nationales et continentales (CCE, 2008).

Il existe de nombreuses sources naturelles et anthropiques de matieres particulaires, notamment
les rejets directs dans 1’air provenant d’équipement lourd, d’incendies, de la combustion de
déchets et de la poussiere dégagée par les routes non asphaltées, du concassage de pierres et des
sites de construction. Les matieres particulaires se forment également a partir des produits
chimiques précurseurs émis par les véhicules, les centrales électriques et les établissements
industriels (CCE, 2008).

11.4.3. Fabrication et composition du ciment

La composition du ciment a été largement reprise par les auteurs selon les différentes
provenances de la roche mere (Signes-Frehel et al., 1996 ; Pushpahal et al., 1997 ; Shawabkeh,
2005) ; Peschard et al., 2006). Les tableaux suivants traitent de cet aspect et nous renseignent
sur les principales phases minérales constituantes de ce ligand hydraulique (Tableaux 11-6, 11-7
et 11-8).

Le ciment est un liant hydraulique, c'est-a-dire qu'il forme avec I'eau une pate plastique "faisant
prise et durcissant progressivement, méme a l'abri de l'air, surtout sous I'eau” (NF P 15 — 301).
Le ciment Portland est un mélange de silicates et d'aluminates de calcium. La chaux nécessaire
est genéralement apportée par les roches carbonatées (calcaires et carbonate de calcium). La
silice, l'alumine et I'oxyde de fer sont fournis par les argiles. Le principe consiste a chauffer

dans un four un mélange de calcaire et d'argile pour décarbonater le calcaire et faire réagir la
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chaux ainsi libérée sur les éléments argileux. On obtient les silicates tri- et bi-calciques (C3S,
C2S), les aluminates et les aluminoferrites de chaux (C3A, C4AF). A 1450° C, le produit
obtenu nommeé “clinker", est ensuite refroidi, puis broyé finement avec un apport de 3 a 6 % de
gypse. Le clinker est donc un produit de synthése, phase pateuse, dans laquelle se combinent
les différentes especes minérales (Signes-Frehel et al., 1996). Dans le tableau 11-6, on retrouve

diverses compositions du ciment dans la littérature.

Tableau 11-6 : Détermination de la composition du ciment (% poids)

Composant | Pushpahal et al. (1997) | Shawabkeh (2005) | Peschard et al. (2006)
SiO2 21,40 21,2 21,9
AlO3 5,30 55 3,8
Fe203 3,10 3,1 4,3
CaO 63,40 64,18 62,8
MgO 1,00 2,5 2,2
SOs 2,00 2,63 2,6
Na2O - 0,18 0,4
K20 o 0,71 0,39
TiO: - _ 0,4

La composition des principales phases: alite, belite et ferrite dans le ciment Portland dépend de
la concentration des constituants principaux : CaO, SiO;, Al:Os; et Fe,O3. Les composés
mineurs tels que MgO, SOs et les alkalis influencent eux aussi la formation du clinker durant le

processus d’incinération et celui de I’hydratation du ciment (Stephan et al., 1999).

En termes de phases, le ciment Portland est constitu¢ d’un mélange : D’alite, la belite,
I’aluminate et la ferrite. Selon Tarrida et al. (2002) les proportions sont respectivement de 50 a
75 % pour ’alite, 10 a 20 % pour la belite, 5 a 10 % pour I’aluminate et moins de 10 % pour la

ferrite (Tableau I1-7).

Tableau 11-7 : Tableau récapitulatif des principales Phases du ciment

Phases L o Composition Fraction (%
chimique Phase minérale/Abreviation éIémZntaire du cime(nt )
Alite Silicate tricalcium : C3S (Ca0)3(Si0Oy) 50a75
Belite Silicate dicalcium : C2S (Ca0)2(Si02) 10a 20
Alluminate | Aluminate tricalcium : CzA (Ca0)3(Al203) 5a10
Ferrite Aluminoferate tetracalcium : CsAF | (Ca0)a(Al20O3)(Fe2053) <10

C:Ca0;S:SiO;; A: Al,Os3; F : Fe0s.
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11.4.4. Composition de la poussiére de ciment
Les composés considérés solubles dans les poussieres genérés par le ciment sont : CaCOs ;
MgCO3z ; MgCO3-3H,0 ; CaS0s3-0,5H20 ; MgSOs-6H20 ; et CaSOs-2H20. Ceux considérés
comme particules de poussiére pouvant se dissoudre dans l'eau sont : CaCOs ; MgCOs ;
MgCOz-3H20 ; CaS03-0,5H20 ; MgSO3-6H20. Les réactions de HNOz ou de SO; avec les
carbonates de Mg ou de Ca peuvent augmenter potentiellement la solubilité de la poussiére. La
réaction de HNOj3 est particuliérement efficace pour améliorer la solubilité parce que K*, Mg?*

et les nitrates de Ca®* sont trés solubles (Kelly et al., 2007).

Le tableau I1-8 regroupe les corrélations les plus significatives entre la composition élémentaire
des phases individuelles et la composition en vrac du ciment ; (coefficients de corrélation

linéaire) (Hall et Scrivener, 1998).

Wang et Vipulanandan (2000) confirment que I'ajout de métaux lourds retarde le temps de
durcissement et la pression de résistance du ciment. L'hydratation et le durcissement du ciment
sont améliorés par I'ajout d'éléments toxiques tels que Cd, Cr, Pb et Zn qui sont parmi les plus

répandus puis retrouvés typiquement dans les déchets industriels.

Tableau 11-8 : Coefficients linéaires de corrélation entre la composition élémentaire des phases

et la composition en vrac du ciment.

Element Alite (CsS) Belite (C2S) | Ferrite (C4AF)
Mg 0,97 0,72 0,96
Al ns ns 0,83
Si ns ns ns
S total 0,76 0,91 0,74
S (corrected) 0,85 0,95 0,81
K 0,65 ns ns
Fe 0,72 ns ns

11.4.5. Mécanisme de tolérance des plantes aux poussiéres
Les réponses biochimiques des plantes supérieures aux doses toxiques de poussiéres sont trés
complexes et plusieurs stratégies de défense sont suggérées, incluant la complexation des ions
métalliques, la réduction du flux des métaux ainsi qu’une amélioration de la production
d’antioxydants qui détoxifient les especes oxydatives réactives (ROS) produites au cours de la

réponse aux métaux toxiques (Van Assche et Cligsters, 1990).
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De méme, les végétaux peuvent limiter les flux d’éléments toxiques en

— réduisant 1’absorption racinaire,

— activant des mécanismes d’absorption plus spécifiques, mais plus cotliteux d’un point de vue
énergétique, ou en

— activant des mécanismes d’excrétion de ces éléments via des transporteurs spéecifiques.
D’autres stratégies sont suggérées comme :

— Stratégie de tolérance par laquelle les végétaux limitent la mobilité des polluants ;

— Stratégie de détoxication par laquelle les végétaux limitent les effets toxiques induits par les

polluants inorganiques et/ou le stress oxydatif (Pourrut, 2008).

11.4.6. Effets des poussiéres sur les végétaux
Les dépdts des aérosols sur les végétaux ont de multiples impacts, principalement sur les

feuilles, ou ils altérent simultanément :

— I’humidité a la surface foliaire,
— les échanges gazeux avec 1’atmosphere,
— la photosynthése et,

— la sensibilité aux agents pathogenes comme les microbes et les insectes (Boucher, 2012).

Les plantes peuvent donc étre utilisées comme bioindicateurs et "biosurveillants” de la
pollution de l'air. Les capacités d'interception des poussiéres des plantes peuvent étre exploitées
pour les utiliser comme puits pour les polluants atmosphériques particulaires (Ram et al.,
2015).

11.5. Notions de spectroscopies et de rayonnements
11.5.1. La spectroscopie Raman
11.5.1.1. Historique

Lorsqu’un rayonnement traverse un milieu transparent, les molécules diffusent une partie du
faisceau incident dans toutes les directions. En 1928, le physicien indien Chandrasekhara
Venkata Raman a découvert que la longueur d’onde d’une petite fraction du rayonnement
diffusé par certaines molécules était différente de celle du rayonnement incident et que, de plus,
les déplacements de longueur d’onde dépendaient de la structure chimique des molécules
responsables de la diffusion. Cette découverte, ainsi que 1’étude systématique du phénomene,

lui valurent le prix Nobel de physique en 1931 (Skoog et al., 2003).
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Dans le domaine de I’imagerie, la résolution spatiale de 1’ordre du pm permet des analyses
topologiques ou cartographiques d’excellente qualité et plus détaillées que celles obtenues en
infrarouge, ou la résolution est moins bonne. Par contre, les applications en analyses
quantitatives sont moins nombreuses qu’en infrarouge du fait de D’effort expérimental
nécessaire pour la mesure et 1’étalonnage des intensités des bandes Raman (Barbillat et al.,
2009).

11.5.1.2. La diffusion Raman
La diffusion du rayonnement a été étudiée depuis la fin du XIXe siécle, avec des applications
qui ont commenceé peu de temps apres. Les premieres applications quantitatives de la diffusion,
qui datent du début du XXe siecle, ont utilisé la diffusion élastique de la lumiere pour

déterminer la concentration de particules colloidales en suspension (Harvey, 2000).

La théorie de la diffusion Raman montre que ce phénoméne trouve son origine dans des
modifications quantitatives vibrationnelles de méme nature que celles associées a 1’absorption
dans l’infrarouge. La différence de longueur d’onde incidente et 1’onde diffusée, toutes deux
dans le visible, correspondent aux longueurs d’onde de I’infrarouge moyen. En effet, le spectre
de diffusion Raman d’une molécule donnée ressemble beaucoup a son spectre d’absorption
dans l’infrarouge. Il existe cependant suffisamment de différence entre ces deux techniques
pour les rendre complémentaires plutbt que compétitives. Dans certains cas, la méthode
infrarouge constitue un meilleur outil ; dans d’autres cas, la spectroscopie Raman fournit des

informations plus utiles (Skoog et al., 2003 ; Griffiths et De Haseth, 2007).

La diffusion Raman est issue de l’interaction lumiere-matiere et résulte des vibrations
moléculaires et cristallines. La lumiere diffuse contient une information unique et
caractéristique des vibrations des liaisons de la molécule sondée. La diffusion Raman est liee a
la vibration de la polarisabilité de la molécule lors d’une transition vibrationnelle de 1’état i vers
I’état j. L’activité Raman des modes de vibration peut étre prévue en fonction de la géométrie
et de la symétrie de la molécule (Falgayrac, 2006). La Spectroscopie Raman est une technique

de dispersion, pas d'absorption comme I’IRTF (Leng, 2008).

Etant une technique complémentaire de 1’infrarouge, elle posséde un avantage important sur

I’infrarouge résidant dans le fait que I’eau n’y est pas une source d’interférence, les spectres

59



Raman peuvent donc étre obtenus a partir de solutions aqueuses. De plus, on peut utiliser des
cellules en verre ou en quartz, ce qui évite les inconvénients liés a 1’utilisation de fenétres en
chlorure de sodium ou en tout autre matériau sensible a I’humidité atmosphérique. En dépit de
ces avantages, la spectroscopie Raman ne fut guére utilisée par les chimistes avant I’arrivée,
dans les années 60, des lasers qui ont facilité énormément la mesure des spectres. La
fluorescence de 1’échantillon ou d’impuretés présentes dans celui-Ci a constitué un deuxieme
obstacle a I’utilisation générale de la spectroscopie Raman. Ce probléme est actuellement
résolu grace a I’utilisation de sources laser dans le proche infrarouge (Skoog et al., 2003 ;

Potgieter-Vermaak et al., 2006).

La spectroscopie Raman s’implante dans le domaine de 1’analyse non destructive grace au
progres réaliseés sur les spectrometres ainsi que sur la chimiométrie, dans des secteurs variés.

Les scientifiques ont de nombreuses raisons de vouloir établir les spectres Raman des
composés. Tout d'abord, plusieurs des bandes qui sont faibles dans le spectre infrarouge sont
parmi les plus fortes dans le spectre Raman. Par exemple, 1’étirement des bandes S-S et C=C
est souvent faible pour étre essentiellement non reconnaissable dans le spectre IR ; mais dans le

spectre Raman, il est typique (Griffiths et De Haseth, 2007).

Les microscopes Raman sont plus couramment utilisés pour la caractérisation des matériaux
que les autres instruments Raman. lls sont en mesure d'examiner les zones microscopiques des
matériaux en concentrant le faisceau laser jusqu'au niveau du micromeétre sans grande
préparation de I'échantillon tant qu'une surface de I'échantillon est exempte de contamination.
Cette technique devrait étre appelée Raman microspectroscopie car la microscopie Raman n'est
pas utilisée principalement pour I'imagerie fine, similaire a la microspectroscopie IRTF. Une
différence importante entre microscopie Raman et la microspectroscopie IRTF est la résolution
spatiale. La résolution spatiale de la microscopie Raman est au moins d’un ordre de grandeur

plus élevé que le microscope IRTF (Leng, 2008).

11.5.1.3. Microscopie confocale
Un développement relativement récent des techniques de microanalyse Raman résulte de
I’application des principes de la microscopie confocale qui a largement contribué a
I’amélioration de la résolution spatiale, particulierement axiale, des méthodes de microanalyse

spectrale. Un microscope classique dans lequel tout le champ observé est illuminé, souffre
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d’une faible résolution axiale qui ne permet pas la discrimination en profondeur des images des

différents plans d’un objet épais.

Le principe du microscope confocal consiste a éclairer ponctuellement 1’échantillon a partir
d’une source laser (souvent mais ce n’est pas une condition nécessaire) et a effectuer un filtrage
spatial du signal provenant de 1’échantillon par un diaphragme de trés petit diamétre placé dans
le plan image du microscope, la se forme I’image agrandie de 1’échantillon. La focalisation du
faisceau laser par un objectif de microscope a la surface de 1’échantillon permet d’analyser un

volume d’environ 2 um? dans le cas de solides isotropes, homogeénes et transparents.

Spectromeétre

Couplage optique
Microscope-Spectrométre

Unité niézo
| | ¢
| Eléctroniaue |
Objectif “ | informatioue |
ZA < = | Eléctroniaue |

ORI,

| Platine automatisée XY [/

Figure 11-6 : Schémas de principe d’un Microscope Raman confocal (Sobanska et al., 2006).

L’opérateur choisit une zone a cartographier de dimensions connues (X,Y), ce qui permet
d’enregistrer un nombre de spectres égal a X x Y pixels qui déterminera une image optique, et a
chaque pixel correspond un spectre. L'utilisation de platines de déplacement micrométrique
permet de construire point par point une image Raman de la distribution spatiale des produits et
des autres éléments présents dans I'échantillon. Les nouveaux instruments sont capables de
réaliser I’analyse locale, non destructives, d’un volume de matiére dont les dimensions sont

inférieures au micrometre et les masses des échantillons inférieures au milligramme.

11.5.1.4. Domaines d’application
La dispersion de la diffusion Raman donne I’emprunte crystalline, amorphe et liquide des

phases et convient pour une caractérisation des particules (Sobanska et al., 2006). Le recours a
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cette technique permet d’accéder directement a une information moléculaire. De nombreux
domaines d’application sont offerts par la technique de la spectroscopie Raman ; ces
applications sont basées sur quelques caractéristiques importantes pouvant étre résumeées par :

a. le spectre caractéristique de 1’échantillon peut en général étre obtenu a n’importe quel état de
I’échantillon : gazeux, liquide ou solide. En particulier la tres faible diffusion de la molécule
d’eau fait de Dl’effet Raman un outil de choix pour 1’étude des solutions aqueuses, par
opposition a la spectroscopie infrarouge pour laquelle les bandes d’absorption de 1’eau rendent

les mesures impossibles ou trés difficiles ;

b. 1l s’agit d’une technique optique non destructive qui se satisfaisait d’échantillons de trés

petite taille et qui en outre peut étre utilisée a distance par 1’intermédiaire de fibres optiques ;

c. Par ailleurs, la gamme actuelle des rayonnements d’excitation permet le plus souvent de
s’affranchir de la fluorescence et il est souvent possible de travailler sans préparation

particuliére de 1’échantillon ;

d. Cette technique est donc susceptible d’applications nombreuses, méme dans des milieux peu
accessibles (haute pression, température extréme, environnement toxique ou radioactif)
(Barbillat et al., 2009).

Selon Leng (2008), La microscopie Raman est de plus en plus utilisée pour la caractérisation
des matériaux, y compris : L’identification de phases de solides polymorphes, I’identification
de polyméres, la détermination de la composition, la détermination de la déformation
résiduelle, et la détermination de I'orientation cristallographique.

11.5.1.5. Applications en environnement
La spectroscopie Raman est utilisée depuis les années 1970 pour ’identification des particules
atmosphériques inhalables et des cendres volantes produites par les centrales thermiques, en

conjonction avec la microscopie a balayage equipée pour la microanalyse (Rosasco, 1980).

Les composés inorganiques facilement identifiables sont les minéraux courants : les silicates
(dont les fibres d’amiantes), la plupart des oxydes et sulfures métalliques, les carbonates,
phosphates et sulfates. Quelques composés organiques sont également aisément identifiables :
certains pesticides et insecticides, les acides aliphatiques (acides gras), les polymeres courants
et quelques peptides (Goipyron, 1981).
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La microscopie Raman a été¢ plus spécifiquement utilisée pour 1’analyse de poussieres
provenant d’une usine de production de métaux non ferreux (Pb, Zn, Cd et Cu) et issues d’un
sol pollué (Zn, Pb et Cd) afin d’obtenir une spéciation des métaux polluants. Une autre
utilisation de la microspectromérie Raman concerne I’analyse de grains de sédiments naturels.
Cette technique a permis d’une part d’identifier les constituants du sédiment : quartz, calcite,
oxydes et sulfures de fer, et d’autre part de donner leur répartition a la surface des grains par

cartographie Raman confocale (Boughriet et al., 1997).

L'utilisation de la spectrométrie Raman dans la caractérisation et 1’étude des divers ciments et
dérivés a été étudiée par intermittence au cours des trois derniéres décennies. Contrairement a
I'application de la spectroscopie infrarouge, I'application réussie de la spectrométrie Raman en
ciment est toujours en cours d'investigation et de discussion, ce qui a €té bien établi comme une
technique pour identifier et évaluer les différentes phases des ciments. Le potentiel de la
spectrométrie Raman pour la caractérisation des minéraux purs des phases de ciment a été tout
d'abord démontré par Bensted en 1976 utilisant une source d’excitation dans le visible
(Potgieter-Vermaak et al., 2006).

La spectroscopie laser-Raman est largement complémentaire de la spectroscopie infrarouge,
mais l'interprétation spectrale est plus simple. Les vibrations faibles ou inexistantes dans
I'infrarouge peuvent étre fortes dans le Raman et inversement, d'ou la complémentarité des
deux techniques (Bensted, 1976).

11.5.2. Spectroscopie infrarouge
11.5.2.1. Historique

Jusqu’aux débuts des années 1980, on utilisait surtout dans I’infrarouge moyen, des appareils
dispersifs a résolution de diffraction. Cependant, depuis cette époque, on a assisté a des
modifications spectaculaires de I’instrumentation, si bien que la majorit¢ des nouveaux
appareils sont des spectrometres a transformeée de Fourrier relativement peu colteux. Au cours
de la décennie 1990-2000, le champ d’application de I’infrarouge moyen a été étendu. Ce
développement accru est la conséquence logique de I’amélioration du rapport signal/bruit et des
limites de détection qui sont I’apanage des appareils interférométriques. Avant I’apparition de
ce type d’appareil, le domaine de I’infrarouge moyen était réservé a ’analyse qualitative
organique et a la détermination de la structure, toutes deux basées sur les spectres d’absorption.

Actuellement, P’infrarouge moyen commence a étre exploité dans I’analyse quantitative

63



d’échantillons complexes, a la fois par spectrométrie d’absorption et d’émission (Skoog et al.,

2003).

La spectroscopie infrarouge moderne est un outil polyvalent permettant 1’analyse qualitative et
quantitative de nombreuses espéces moléculaires. Le domaine infrarouge du spectre correspond
aux radiations de nombres d’onde compris entre environ 12.800 et 10 cm™, ou des longueurs
d’onde comprises entre 0,78 et 1000 um. Pour plus de facilité, on partage I’infrarouge en trois
domaines : I’infrarouge proche, moyen et lointain. Les limites de chacun de ces domaines sont

données au tableau 11-9.

Tableau 11-9 : Domaines du spectre infrarouge

Domaine de longueur

Domaine de nombre

Domaine de fréquence

Région d’onde /pm d’onde /cm™? /Hz

Proche 0,78-2,5 12800 — 4000 3,8x10"%a1,2x10%
Moyen 2,5-50 4000 — 200 1,2 x 10* a 6,0 x 10*
Lointain 50 - 1000 200-10 6,0 x 1024 3,0 x 10!
Le plus utilisé | 2,5-15 4000 - 670 1,2 x 10 42,0 x 108

La découverte de la région du proche infrarouge (PIR) est attribuée a William Herschel qui
présenta en avril 1800 un travail intitulé "Experiments on the Refrangibility of the Invisible
Rays of the Sun" devant la Royal Society. Mais il a fallu attendre 1881 pour qu’Abney et
Festing enregistrent les spectres de plusieurs liquides organiques et 1905 pour que Coblentz
enregistre les spectres de 19 substances et postule que ces bandes puissent faire partie d’une

série d’harmoniques (Lachenal, 1998).

En 1929 Ellis, dans une revue, cite 44 travaux concernant 1’absorption de liquides organiques et
en 1954 Kaye fait une revue des travaux du proche infrarouge et cite deja 106 références. Apres
1950 les industriels comme Kodak, Shell, ICI Plastic division etc. s’intéressent aux applications
du proche IR. En 1954 un spectrophotomeétre équipé d’un détecteur photoélectrique, le Cary 14,
fit son apparition et permit le développement de nombreuses recherches et le potentiel de
I’analyse quantitative proche IR fut reconnu. L’¢re moderne de I’analyse PIR était née, et les
améliorations continues jusqu’a nos jours permettent au proche IR d’apporter des solutions

analytiques dans des domaines trés variés (Lachenal, 1998).
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11.5.2.2. La transformée de Fourier
Nous décrirons ici une spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) pour la
détermination rapide de la composition des poussieres déposées sur les coniferes, et pour
identifier les minéraux "accessoires” pouvant influencer cette composition. Ceci peut étre
considéré comme faisant partie de I'évolution actuelle et rapide de la Spectroscopie IRTF dans
I'analyse des matériaux complexes. Dans notre cas, la Spectroscopie infrarouge n'a pas été

utilisée dans I'analyse quantitative des poussieres.

La Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est la technique de spectroscopie
de vibrations la plus largement utilisée. C’est une spectroscopie infrarouge dans laquelle la
méthode a transformée de Fourier est utilisée pour obtenir un spectre infrarouge dans toute une
gamme de longueurs d’ondes, simultanément. Elle difféere de la méthode dispersive, ce qui
implique la création d'un spectre en collectant les signaux a chaque longueur d’onde
séparément. Actuellement, la méthode IRTF a presque complétement remplacé la méthode
dispersive car elle a un rapport signal-bruit beaucoup plus élevé que celui de la méthode

dispersive (Leng, 2008).

Un spectre FTIR est généralement exprimé en un spectre de transmittance, dans lequel les pics
de bande de vibrations pointent vers le bas. Il peut également étre exprimé comme un spectre
d'absorption, dans les vibrations, les pics de bande pointent vers le haut. Pour une analyse
quantitative, un spectre d'absorption doit étre utilisé car les sommets d'un spectre de

transmittance ne sont pas linéairement proportionnels a la concentration (Leng, 2008).

11.5.2.3. Domaines d’application de la spectroscopie infrarouge
Les applications de la spectroscopie infrarouge se classent en trois grandes catégories basées
sur les trois régions spectrales de ’infrarouge. La région la plus utilisée et I’infrarouge moyen
qui s’étend de 670 a 4000 cm™ (2,5 a 14,9um) ou I’on utilise les spectres d’absorption,
d’émission et de réflexion dans des buts d’analyse qualitative et quantitative (Skoog et al.,
2003 ; Leng, 2008).

Le proche infrarouge, de 4000 a 14000 cm™ (0,75-2,5 pum), est aussi trés utilisé pour I’analyse
quantitative de routine de certaines espéces : I’eau, le dioxyde de carbone, le soufre, les
hydrocarbures de faible masse moléculaire, les molécules contenant un groupement fonctionnel
amine, ainsi que beaucoup d’autres molécules simples que 1’on rencontre dans 1’agriculture et

I’industrie. Le domaine infrarouge lointain a été initialement exploité pour déterminer les
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structures d’espéces inorganiques et d’espéces organométalliques a partir de mesures

d’absorption (Skoog et al., 2003).

11.6. Diffraction des rayons X (DRX)
11.6.1. Historique

Les méthodes de diffraction des rayons x sont les plus efficaces pour la détermination de la
structure cristalline de matériaux. Ces méthodes peuvent identifier des composés chimiques par
leur structure cristalline, non leur composition chimique élémentaire. Cela signifie que les
différents composés (ou phases) qui ont la méme composition peuvent étre identifiés. Les
méthodes de diffraction comprennent la diffraction des rayons X, la diffraction des électrons et
la diffraction des neutrons. La diffraction des rayons X par cristaux a été découverte en 1912 et
depuis, elle a été la technique la plus largement étudiée et utilisée pour la caractérisation des

matériaux (Leng, 2008).

L’analyse de la structure d’un corps cristallisé par la diffraction des rayons X (DRX) remonte
au début du XX®™® siécle. Le phénomeéne a été découvert par Max Von Laue, puis largement
étudié par sir William Henry Bragg et son fils sir William Lawrence Bragg. La technique
proprement dite de diffraction de rayons X sur poudre fut développée parallélement par Peter
Debye et Paul Scherrer (Debye et Scherrer, 1916) et Albert Wallace Hull (Hull, 1917).

La diffraction des rayons X est une méthode universellement utilisée pour identifier la nature et
la structure des produits solides. En effet, cette méthode ne s’appliquait jusqu’a récemment
qu’a des milieux cristallins (roches, cristaux, minéraux, pigments, argiles...) présentant les
caractéristiques de 1’état cristallin, ¢’est-a-dire un arrangement tripériodique ordonné et dont les
plans réticulaires plus ou moins denses sont désigneés par leurs indices (hkl) dans un systéeme de
coordonnées spatial. La méthode permet ainsi clairement de distinguer les produits amorphes
(verres) des produits cristallisés. La diffraction des rayons X sur poudre est une méthode
d’analyse de phases non destructive (Whiston, 1996 ; Eberhart, 1997).

Le diffractométre de rayons X a été concu pour l'examen des échantillons de poudre.
Cependant, le diffractometre est souvent utilise pour I'examen des échantillons d'agrégats
cristallins autres que la poudre. Les échantillons solides polycristallins et méme liquides
peuvent étre examinés. Mais un échantillon doit contenir un grand nombre de petits cristaux

(ou grains) qui s’orientent au hasard dans un espace tridimensionnel, parce que les données
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standard de diffraction des rayons x sont obtenues a partir des échantillons de poudre
d'orientation parfaitement aléatoire. Les meilleures méthodes de préparation des échantillons
sont celles qui permettent aux analystes d’obtenir l'information désirée avec le moins de
traitement parce que la contamination chimique peut se produire durant le traitement de
I'échantillon (Leng, 2008).

Les rayons X sont les ondes électromagnétiques, comme la lumiere visible, mais leur longueur
d'onde est beaucoup plus courte, dans lI'ordre de 0,1 nm. Les méthodes de diffraction des rayons
X sont basées sur le phénomene d’interférences des ondes. Deux ondes de lumiére avec la
méme longueur d'onde et se déplacant dans la méme direction peuvent renforcer ou s’annuler
les uns les autres, selon leur différence de phase. Quand ils ont une différence de phase de n\ (n
est un nombre entier), appelé 'in phase’, il se produit des interférences constructives. Lorsqu'ils
ont une différence de phase de nA/2, appelé «completely out of phase», il se produit des

interférences totalement destructrices (Leng, 2008).

Dans un réseau cristallin, le rayonnement X diffusé est diffracté car les distances
interatomiques du réseau cristallin sont du méme ordre de grandeur (A) que la longueur d’onde

d’un rayon X comprise entre 5 pm et 10 nm.

Les parametres expérimentaux sont déterminés par la condition de Bragg qui comporte deux

parametres expérimentalement variables, 6 et A:
2 d(hkry SINO =N A

ou dnk est la distance entre les plans réticulaires (hkl); 6, le demi-angle de déviation que fait le
rayon incident avec les plans réticulaires; n, ’ordre de réfraction (n = 1) et A, la longueur
d’onde du rayonnement incident (Eberhart, 1997 ; Leng, 2008). Au final, le rayonnement X
n’est réémis que dans les directions de I’espace pour lesquelles les interférences entre les ondes
diffractées sont positives. Ces directions sont appelées pics de diffraction et sont données par la
loi de Bragg.

11.6.2. Domaines d’application de la diffraction des rayons X
Le diffractométre pour poudres, compte parmi les appareils les plus utilisés actuellement dans
le monde industriel et de la recherche, a cause de sa simplicité et de sa généralité d’emploi. Par

contre, le diffractométre pour monocristaux permettant 1’étude des structures des cristaux est
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surtout utilisé dans les instituts de cristallographie de chimie et de biologie. Actuellement, on
assiste a I'utilisation de synchrotrons dont la technique est basée sur le principe de I’émission
d’un rayonnement par des particules chargées accélérées a des vitesses proches de la célérité.
Cette technique permet d’étudier les couches minces et trés récemment les matériaux

amorphes.

En contrdle de I’environnement, on peut pressentir que cette possibilité est trés intéressante.
Dans ce domaine d’ailleurs, il faut savoir que les échantillons sous forme d’une petite quantité
de matiere, déposée sur un filtre (en film plastique ou en fibre de cellulose), permettent une

analyse qualitative plus rapide que sur échantillons massifs (Quisefit, 1996).

11.6.3. Spectres des rayons X
Le spectre des rayons X est I’ensemble des longueurs d’onde des rayons X émis par une
anticathode donnée (Ouahes, 1995). Les rayons X sont des ondes électromagnétiques que 1’on
retrouve dans le large domaine des radiations qui va depuis les longueurs d’ondes trés courtes
de I’ordre de 10™nm jusqu’a celles de ’ordre de plusieurs kilométres. Ils sont produits par
bombardement de la surface d’un solide par des rayons cathodiques ou faisceaux d’électrons

accélérés par des tensions variant entre 10° et 10° volts.

La diffraction des rayons X sur des poudres cristallines fournie une série de valeurs des
distances réticulaires mesurées. L’identification des substances solides est une application
essentielle. Chaque solide cristallisé peut étre caractérisé par son diagramme de poudres. Ce
diagramme est décrit par les distances interréticulaires d(hkl) et par les intensités diffractées
correspondantes (Ouahes, 1995). A chaque d(hkl) mesurée, caractéristique du réseau cristallin,
lui correspond une intensité diffractée spécifique de la structure et que chaque solide cristallisé
a son propre diagramme de poudres (Rebbah et Rebbah, 1993 ; Eberhart, 1997).

L’analyse consiste a comparer les valeurs obtenues d(hkl) obtenues aux valeurs classées du

fichier. On utilise d’abord les d(hkl) correspondant aux intensités élevées, puis on identifie

I’ensemble du diagramme (Ouahes, 1995).
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Chapitre 3
Matériels et méthodes

I11.1. Présentation et situation géographique de la zone d’étude
La zone concernée par le présent travail se situe sur les hauts plateaux rocheux de la wilaya de
Constantine, au nord-est de 1’ Algérie (Figure III-1 a), a 640 métres en moyenne au-dessus du

niveau de la mer.

La zone est délimitée entre les latitudes 36°30° nord, 36°70° sud et les longitudes 6°45’ est,
6°20’ ouest. Elle est située dans la commune de Constantine qui se trouve a 900 m d’altitude et

de Hamma Bouziane qui se trouve dans une dépression d’environ 525 m d’altitude.

Plusieurs sites sont répertoriés pour effectuer des prélevements suite a un multiple parcours sur
terrain puis numérotés de S1 a S5, sélectionnés a différentes distances d’une cimenterie,
localisés dans des milieux naturels situés a la périphérie de la ville de Constantine. Les
échantillons de plantes sont collectés a proximité de la cimenterie pour le site S2, localisé dans
une dépression de 525 m d’altitude ; dans un rayon d’un kilométre pour le site S3 ; 15 km pour
le site S4 ; 10 km pour S5 et 30 km pour le site S1, considéré comme station témoin, vu qu’il
est situé a une altitude de 1200 m et ne présentant aucune source de pollution apparente (Figure
11-1 b).

= (a) Méditérrannée

Algérie

Echelle : 1/400.000

Figure 111-1 : Situation géographique de (a) Constantine et (b) de la zone d’étude

et localisation des sites de prélévements
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La cimenterie Jouad Tahar de Hamma Bouziane, située a 9 kilométres au nord de Constantine,
a 525 m d’altitude et une surface de 48 hectares dont 25990 m? couverts, produit 3000 tonnes

par jour de clinker destiné a la production de CPA 400 et CPA 325, par procédé a voie séche.

Certains sites sont plus favorables a la pollution comme les fonds de vallées ou les inversions
thermiques sont nombreuses (Escourrou, 1996), cas des deux stations d’étude situées dans la

localité de Hamma Bouziane.

111.2. Apercu climatique de la région de Constantine

Du fait de sa situation géographique, la région de Constantine, bénéficie d’un climat
méditerranéen sub-humide au nord a semi aride au sud, a hiver froid et pluvieux avec une
température hivernale moyenne de 7 °C, une température minimale de 2,1 °C et des minima
absolus pouvant atteindre —3 °C. En été, le climat est chaud et sec, les températures peuvent
atteindre en moyenne 25,2 °C avec un maximum de 33,3 °C (O.N.M., 2012).

Les précipitations sont irréguliéres et insuffisantes. Ces conditions météorologiques sont treés
défavorables a la dispersion des polluants dans 1’atmosphere. Car, d’'une fagon générale, les
risques sont plus importants quand les vents sont faibles et 1’air stable. On peut conclure que
cette configuration météorologique est la plus fréquente en été a Constantine par temps chaud,

ensoleillé et peu éventé favorisant un climat de pollution.

Le trafic automobiles, I’industrie et I’incinération des déchets constituent les principales
sources de pollution atmosphérique en Algérie. En zone urbaine, la pollution de 1’air est

provoquée essentiellement par I’intensité du trafic automobile, aggravée par la vétusté du parc.

111.3. Choix du matériel vegétal

L’¢étude a porté sur 1’utilisation d’especes végétales pérennes, pour 1’évaluation d’une pollution
d’origine industrielle située dans la wilaya de Constantine. Nous avons recensé un ensemble
d’arbres, et retenu deux essences largement utilisées comme plantes ornementales pérennes

dans le milieu : le cypres (Cupressus sempervenis L.) et le Pin d’Alep (Pinus halepensis Mill.).

Les coniféres sont cependant des arbres peu exigeants, susceptibles de se développer dans les
sols les plus pauvres. lls secrétent des huiles essentielles et des résines qui leurs communiquent

une odeur vive, d’ou le nom de résineux par lequel on les désigne généralement (Role, 1965).
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Ce choix est lié a quelques raisons essentielles ; d'abord, comme les espéces préconisées sont
répandues en milieu naturel dans la région, elles pourront alors étre susceptibles de traduire au
mieux I’ampleur et la distribution de la pollution, principalement celle relative aux particules en
suspension, et puis, ces arbres paraissent parmi les plus utilisés pour détecter la pollution, dans
de nombreux travaux. L’utilisation des feuilles des végétaux ligneux contribue ainsi a la
quantification de la pollution de 1’air par les rejets industriels, dans ce travail, il s’agit de ’usine
de production du ciment. Ce choix est également lié au probleme de dépérissement qui touche

les deux especes d’importance économique et écologique.

111.4. Echantillonnage et prélevements

Les plantes fournissent une énorme surface foliaire de contact pour I'absorption et
I'accumulation de polluants atmosphériques afin de réduire le niveau de polluants dans l'air
(Shannigrahi et al., 2004). Les feuilles, partie sensible et fortement exposée de la plante,
peuvent agir comme absorbeurs persistants dans un environnement pollué (Samal et Santra,
2002). Elles agissent comme des récepteurs de la pollution et réduisent la concentration de

poussiere de l'air.

Les prélévements sont réalisés au niveau des cinq stations selon 1’échantillonnage aléatoire
simple. Une premiere série d’échantillons de poussiéres a été collectée a proximité d’une
cimenterie dans des boites de pétri ayant séjourné pendant 3 jours a I’air libre au niveau du sol.
Une seconde série d’échantillons a été collectée dans un rayon de 30 km, sur la partie aérienne

des végétaux supérieurs préconisés dans ce travail.

De toutes les parties de la plante, la feuille est la partie la plus sensible aux polluants
atmosphériques et plusieurs autres des facteurs externes (Lalmann et Singh, 1990). Les feuilles
sont prélevées minutieusement deux semaines apres les derniéres pluies, selon les
recommandations de Harrison et al., (1981), dans la partie médiane de I’arbre, puis conservées

dans des sacs en plastique pour éviter la dispersion des poussieres.

Les feuilles sont des organes verts, lieu de photosynthése active, productrice de grandes
quantités de glucides puis de matiéres organiques azotées dont la synthése exige des molécules
de glucides. Une fois formées, les matiéres organiques sont partiellement utilisées sur place.
Une grande partie émigre vers d’autres organes, dont un certain pourcentage est

immédiatement utilisé pour la croissance ou dans les phénomenes d’entretien cellulaire. A
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d’autres périodes du cycle végétatif, au moment ou les besoins en matiére organique sont
supérieurs au pouvoir de synthese de la plante, ces réserves se solubilisent et migrent vers les

points de la plante ou les besoins sont les plus intenses (Camefort, 1972).

I11.5. Protocole expérimental de collecte des poussiéres

111.5.1. Mode d’échantillonnage

Les prélevements sont réalisés sur des haies le long de routes a densité de trafic routier
moyenne a forte pendant le jour au niveau des stations S2, S3, S4 et S5, tres faible a nulle au

niveau de la station S1, considérée comme station témoin.

Quatre répétitions d’échantillons de poussiéres sont recueillies sur le systeme foliaire des
essences considérées et d’autres dans des boites de pétri ouvertes (5 échantillons de 4
répétitions chacun, pour chaque station), déposées pendant cing jours a I’air libre, au niveau des

mémes stations. Les analyses spectroscopiques ont été réalisées sur ces mémes échantillons.

Il importe de tenir compte de I’ensemble des altérations possibles. Il s’agit de réactions de la
plante, qui précédent I’apparition des symptdmes visibles et qui ne peuvent étre mises en
¢vidence que par le recours a des techniques spéciales d’observation et d’analyse. Elles

comprennent : les altérations biochimiques, métaboliques et structurales.

Les essais d’évaluation des parametres biochimiques sont réalisés sur les feuilles d’un second
échantillonnage prélevé au méme niveau du méme arbre simultanément. Les feuilles utilisées
pour lavage sont conservées, apres traitements pour I’estimation ultérieure des surfaces

foliaires.

111.5.2. Lavage des feuilles en vue d’estimer les dépots de particules

Les techniques de lavage des feuilles s’insérent dans 1’étude du pouvoir de fixation-rétention
des poussiéres par les plantes et sont indispensables pour le dosage d’éléments structurels. Afin
de mesurer I’'importance des dépdts superficiels, on a eu recours a la technique de lavage de

Stenbock-Farmer (1978).

111.5.2.1. Les solutions de lavage
La littérature suggere 1’utilisation de solutions acides. Il nous a semblé intéressant de comparer

I’action d’un acide minéral fort (acide chlorhydrique) a celle d’un sel bisodique, 1’éthyléne
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diamine tétra acétique (EDTA) a 5g/l fréquemment préconisé¢. L’EDTA, chélate efficient, est
un détergent dont la technique d’utilisation est considérée comme la plus efficace pour

I’extraction des poussiéres (Taylor, 1956 cité par Stenbock-Farmer, 1978).

111.5.2.2. Description de ’essai
Deux essais sont realisés : dans le premier, 'EDTA est utilisé comme solution de lavage. Dans
le second, ¢’est I’HCL. 11 y a lieu de comparer les quantités de poussiére extraites pour chaque
solution pendant des temps de traitement de 5 et de 10 minutes. La description des essais de

lavage se fait comme affiché dans le tableau I11-1.

Tableau I11-1 : Description des essais de lavage des feuilles.

Pinus halepensis Cupressus sempervirens
Nombre d’aiguilles/lot 40 20
Durée des traitements 5 min 5 min
10 min 10 min
Nombre de traitements 5 5
Nombre de répétitions 3 3

Chaque lot de feuilles est placé dans un Erlen Meyer contenant 100 ml de solution de lavage,
agité sur agitateur magnétique (~100 tours/min) pendant 5 ou 10 minutes. Les feuilles sont
ensuite enlevées de la solution. Les solutions empoussiérées et les références (solutions agitées
sans feuilles) sont filtrées sur filtre Millipore (45um) préalablement tarés a travers un dispositif
de filtration Sartorius (GSWP 0470024 ea GS 0,22 White plain).

Les Erlen Meyers sont lavés avec 50 ml d’eau bidistillée que 1’on filtre également. Le dispositif
de filtration précédent le filtre est aussi rincé avec 50 ml d’eau bidistillée. Les filtres sont mis a
évaporer a 85 °C pendant 20 heures dans des boites de Pétri, puis placés dans un dessiccateur
jusqu’a ce qu’ils atteignent la température ambiante de 20°C. Les filtres empoussiérés sont
pesés de méme que les filtres références sur une balance de précision (Sartorius) au 1/1000°™

du mg.

I11.6. Détermination des teneurs en métaux dans le tissu foliaire
La spectrophotométrie d’absorption atomique avec flamme (SAA) est appliquée pour le dosage

des métaux dans les tissus. De chaque échantillon de tissu de verticilles et d’aiguilles collectés
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sur les coniféres, trois répétitions de 1 g chacune sont incinérées dans un four a moufles a
550°C pendant une heure, puis mélangées a 10 ml d’acide nitrique concentré (pH < 2) et
laissées au repos pendant une nuit. Le mélange est ensuite chauffé sur plaque jusqu’a obtention
d’une fumée rouge. Apres refroidissement, 4 ml d’acide perchlorique (70 %) sont ajoutés
goutte a goutte, jusqu’a évaporation d’un faible volume. Aprés refroidissement, la solution est

filtrée puis diluée a 50 ml et préte au dosage (Perkin ElImer AAS Manual).

Le minéralisat est atomisé. Pour chacun des éléments métalliques, une gamme d’étalonnage est
réalisée a partir des solutions meéres. Les courbes d’étalonnage sont représentées par la fonction
DO=f(C) ou DO est la densité optique ou absorbance. Les valeurs de densité optiques obtenues

sont retenues dans le cas ou elles appartiennent a la zone linéaire.

Une courbe d’étalonnage est alors établie a partir des solutions de concentrations connues pour
chacun des éléments concernés. Le logiciel de I’appareil trace la droite de régression présentant
la variation de I’absorbance en fonction de la concentration et détermine le coefficient de

corrélation R?. Les équations relatives aux courbes d’étalonnages effectuées sont les suivantes :

y (Cu) = 0,000923 x2 + 0,03673x — 0,0003 (R? = 0,9993)
y (Ni) = 0,000332 X2 + 0,02451x — 0,0057  (R? = 0,9997)
y (Zn) = 0,000243 X2 + 0,02224x + 0,0081 (R? = 0,9997)
y (Mg) = 0,005492 x2 + 0,40362x + 0,0109 (R? = 1,0000).
y (Fe) = 0,000443 x2 + 0,02423x — 0,00007 (R =1,0000)

Les solutions étalons de métaux sont préparées a ’aide de cristaux hydratés. Les lectures des
concentrations sont réalisées a 1’aide d’un spectrophotometre d’absorption atomique UNICAM
969 SOLAR. Afin de faire les corrections nécessaires, les blancs sont repasses régulierement
tout au long des analyses. Les analyses par spectroscopie d’absorption atomique sont réalisées a

I’'IUT (Institut Universitaire de Technologie) de Marseille.

111.6.1. Performances de la méthode
La limite de détection d’un élément en absorption atomique correspond, par définition, a la
concentration pour laquelle I’amplitude du signal est égale a celle du bruit de fond. Au-dessous

de ce seuil, le signal est noyé dans le bruit. Les paramétres opératoires des analyses en solution
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aqueuse de quelques éléments, ainsi que les limites de détection sont consignés dans le tableau
I1-2.

Tableau I11-2 : Conditions opératoires des éléments analysés en spectrophotométrie
d’absorption atomique (Perkin ElImer AAS Manual).

. Longueur Concentration caractéristique Limite de
Elément | g°onde (nm) / absorbance Flamme détection (ug/l)
Cuivre 324,8 3,7/04 Air —acétylene 40
Fer 372 55/04 Air —acétyléne 60
Nickel 341 57/04 Air —acétylene 63
zZinc 213,9 1,2/0,4 Air —acétyléne 13
Magnésium 285,2 0,3/0,4 Air —acétylene 3

111.7. Méthodes spectrales

111.7.1. Spectroscopie Raman

Toutes les données ont été enregistrées sur un microscope spectrométre Raman confocal
Almega (Société Thermo-Optek), piloté par ordinateur et logiciel d’acquisition OMNIC V 7.4.
La diffusion Raman est obtenue apres une excitation dans le visible a 532 nm et la résolution
spectrale finale est de 2 cm™ (Figure 111-2). Le laser est focalisé a la surface de 1’échantillon par

un objectif x50.

Figure 111-2 : Microscope Raman utilisé dans 1’étude
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Les cartographies ont été réalisées avec acquisition d’un spectre tous les 1 pm avec 20
secondes de temps d’acquisition par spectre. Afin d'améliorer le rapport signal/bruit, les

spectres Raman des poussiéres ont été mesurés avec un temps d'intégration de 10s.

Le Raman est une technique totalement non destructive car elle ne nécessite pratiquement

aucune preparation ou manipulation d'échantillons.

Au niveau du Laboratoire METICA, on utilise cette région du spectre infrarouge dans des

¢tudes de I’analyse de solides par Réflectance Totale Atténuée (ATR).

111.8. Diffraction des rayons X (DRX)

111.8.1. Principe de la méthode
Le principe de la méthode consiste a soumettre un cristal a un rayonnement X et a enregistrer le
rayonnement X réémis apres avoir €té diffracté dans le réseau cristallin. La réémission d’un
rayonnement électromagnetique par la matiére est appelée diffusion Rayleigh. Elle est liée a
I’interaction entre les atomes et le rayonnement : la vibration ondulatoire du nuage électronique
des atomes, induite par le champ ¢électrique de I’onde, est a I’origine de I’émission d’une onde

de méme frégquence.

Figure 111-3 : Diffractometre automatique de poudres D—5000 Siemens utilisé dans 1’étude.

Les spectres de diffractions des RX sont obtenus a I’aide d’un diffractomeétre automatique de

poudres D-5000 Siemens, avec une anticathode de cuivre a radiation A=1,54056 nm. Le
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domaine angulaire d’enregistrement des spectres est compris entre 10.000 et 120.000° en 26

(Figure 111-3).

Le traitement des données a été réalisé sur micro ordinateur a I’aide de la base de données de
I’ICDD (International Center for Diffraction Data) par le logiciel PCPDFWIN V 1.30 et la
banque de I’ASTM (American Society for Testing Materials). La mise en mémoire, la gestion
de diagrammes et la soustraction de bruit de fond sont assurées par le logiciel de traitement des

données : Origin 6.0.

L’identification de phases cristallines dans un spécimen ou phase cristalline est obtenue en
comparant le spectre de diffraction du spécimen avec les spectres des substances cristallines
connues. Les données de diffraction des rayons X d'une substance connue sont enregistrées
dans un fichier de diffraction de poudre (PDF). La plupart des PDFs sont obtenus avec la raie
Ka du Cuivre. Les données de diffraction standard ont été publiées par le Centre International
de données de la Diffraction (ICDD), et ils sont a jour et élargis de temps en temps. Pour une
substance cristalline, il peut y avoir plus d'un fichier. Le fichier le plus récemment mis a jour
est recommandé pour l'identification de phase. Les premiers PDF peuvent contenir des erreurs
dans les données obtenues expérimentalement alors que les plus récemment publiés sont

obtenus par des mesures expérimentales plus précises ou par calcul théorique (Leng, 2008).

111.9. Analyses biochimiques
111.9.1. Détermination des teneurs en proline

La technique du dosage de la proline utilisée est celle de Troll et Lindsley (1955) modifiée par
Dreier et Goring (1974). 100 mg de matiére fraiche de feuilles saines sont prélevés de chaque
répétition et mis dans des tubes a essais auxquels on ajoute 2 ml de méthanol a 40%. Les tubes
sont ensuite hermétiquement fermés et chauffés au bain—marie a 85°C pendant une heure.
Apres refroidissement, on préléve de chacun 1 ml auquel on ajoute 1 ml d’acide acétique, 1 ml
du réactif a la proline et 25 mg de ninhydrine ; le tout est porté a ébullition a 100 °C pendant 30
minutes. La préparation du réactif a la proline se fait par le mélange de 120 ml d’eau distillée,
300 ml d’acide acétique et 80 ml d’acide orthophosphorique.

Aprés refroidissement, 1’ajout de toluéne (C7Hg) sous agitation au vortex permet de distinguer
deux phases : une phase supérieure contenant la proline, et une phase inférieure, aqueuse sans
proline. Aprés récupération de la phase supérieure, 5 milligrammes de sulfate de sodium oxydé

sont ajoutés (NaxSOs) pour éliminer I’humidité. La lecture des densités optiques des
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échantillons a été effectuée a une longueur d’ondes A = 528 nm, a I’aide d’un

spectrophotometre dans le visible (Spectronic 20D ; Ray Milton Campagny, USA).

L’étalonnage du spectrophotomeétre se fait par le mélange : réactif a la proline et le calcul des

concentrations se fait par 1’équation déduite de la droite d’étalonnage (Annexe).

111.9.2. Détermination des teneurs en sucres solubles
Les méthodes de dosage des sucres totaux par 1’anthrone ont été introduites par Dreywood en
1946. Depuis, de nombreuses modifications ont été apportées. Elles portent principalement sur
la concentration du réactif en anthrone ou en acide sulfurique, sur la température de la réaction
et sur le temps de chauffage. La technique de dosage des sucres solubles a I’anthrone que nous

avons utilisée est celle de Schields et Burnet (1960).

La concentration est de 2 g d’anthrone pure par litre d’acide sulfurique. La solution doit étre
préparée au moins 4 heures avant d’étre utilisée. Elle ne se conserve pas et doit étre utilisée le
jour méme. Selon Roe (1959) cité par Shields et Burnett (1960), 1’addition de 1% de thio-urée
au réactif permet sa conservation pendant 2 semaines. L’acide acétique aurait la méme

propriété, d’apres Kapuscinki et Zak (1956) cités par Shields et Burnett, 1960).

Cette technique consiste a prélever 100 mg de matiére fraiche de feuilles saine de chaque
répétition, dans des tubes a essais. Ensuite, 3 ml d’éthanol a 80 % sont ajoutés. Ils sont laissés a
I’obscurité et a température ambiante pendant 48 heures. A chaque échantillon, apres
évaporation de 1’éthanol, on ajoute 20 ml d’eau distillée. Ensuite, 2 ml de chaque tube sont
prélevés et mis dans de nouveaux tubes auxquels on ajoute 4 ml de la solution a I’anthrone a 0
°C. Hermétiquement fermés, les tubes sont agités, chauffés au bain—marie a 90°C pendant 8

minutes puis laissés a 1’abri de la lumiére pendant 30 minutes.

La lecture des densités optiques se fait a A = 585 nm. L’étalonnage du spectrophotométre se fait
a 1’éthanol et les concentrations des teneurs en sucres solubles se calculent & partir de
I’équation d’étalonnage.

111.9.3. Détermination des teneurs en chlorophylles
L’ensemble tétrapyrrolique est riche en groupes polaires azotés ou oxygénés qui lui conférent
une grande affinité pour 1’eau. Les chlorophylles sont solubles dans les solvants des lipides tels

que les alcools, I’éther ordinaire, I’éther de pétrole, 1’acétone. La technique de Ila
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chromatographie, si employée maintenant dans la séparation et la purification des substances
chimiques a pour origine la séparation des chlorophylles a et b des feuilles. Elle fut réalisée en
1906 par le botaniste M. S. Tswett ; aprés avoir versé une solution des pigments des feuilles sur
une colonne de carbonate, il constata que les chlorophylles et les caroténoides se séparaient les
uns des autres, étant entrainés par le solvant a des vitesses différentes (Weinman et Méhul,
2004).

La teneur en chlorophylles est le critére le plus utilisé pour quantifier 1’état général de la plante.
C’est un excellent bioindicateur de pollution et de stress (Landis et Yu, 1995).  Les teneurs en
chlorophylles sont calculées par la technique de Witham et al. (1971) qui consiste a mettre 100
mg de maticre fraiche (MF) de chaque répétition dans 10 ml d’une solution préparée
préalablement de 75 % d’acétone et 25 % d’éthanol. Les échantillons sont conservés dans des
boites noires hermétiquement fermées a 30 °C pendant 48 heures a 1’obscurité. La lecture des
densités optiques se fait a A=663 nm pour la chlorophylle a et A=645 nm pour la chlorophylle b,
sur un spectrophotomeétre UV-visible.

Les équations utilisées pour la détermination des teneurs en chlorophylles sont :

Chl. a (mg/g MF) = 12,7 x DO (663) — 2,69 DO (645) x V / (1000 xw) ;

Chl. b (mg/g MF) = 22,9 x DO (645) — 4,68 DO (663) x VV / (1000 xw) ;

Chl. totale (mg/g MF) = 20,2 x DO (645) — 8,02 DO (663) x V / (1000 x w) (Witham et al.,
1971).

Ou, DO est la densité optique a la longueur d’onde concernée pour chaque chlorophylle ; V est
le volume de la solution extraite de I’extrait acetone—éthanol—chlorophylle, et w le poids de
matiére fraiche de 1’échantillon, exprimé en grammes), et les teneurs sont exprimées en mg/g

de matiére fraiche.

C’est au phytol (C20H390H) que les chlorophylles doivent leur solubilité dans les solvants
organiques. Les chlorophylles se décolorent par oxydation. Il en est de méme de la lumiére
intense, agent d’une photo-oxydation qui peut aboutir a la décoloration compléte des feuilles
(solarisation) (Weinman et Méhul, 2004).

111.10. Analyse statistique
Au vu des résultats obtenus au cours des analyses au laboratoire, différents tests statistiques ont

été appliqués utilisant deux logiciels.
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Les techniques chimiométriques ont fait leur preuve comme méthodes efficaces pour analyser
des sets de données trés complexes dans de nombreux domaines d’études, a savoir la
spectroscopie infrarouge (Dupuy, 2008) ; la biologie (Andrew et al., 1998), la biochimie et
I’écotoxicologie (Sinha et al., 2009).

111.10.1. Analyse en composantes principales (ACP)

L’ Analyse en composantes principales est une méthode statistique essentiellement descriptive
qui vise a mettre en évidence graphiquement le maximum de 1’information essentielle contenue
dans un tableau de données. L’ ACP est une méthode statistique ancienne. C’est a Hoteling, en
1933, que I’on doit la premicre publication sur ce sujet et ¢c’est méme K. Pearson, en 1901, qui
a entrevu les idées essentielles. Cependant, 1’utilisation de I’ACP est récente ; ce n’est qu’en
1960 et I’avenement des ordinateurs que la théorie a pu étre mise en pratique. C’est méme
seulement depuis les années 1980, et I’apparition de la micro-informatique, que 1’Analyse en

Composantes Principales est de plus en plus fréquemment utilisée.

L’Analyse en Composantes Principales est un outil bien établi pour I'analyse de la structure
dans les "sets" de données multidimensionnels. En général, elle fournit des informations sur les
parametres plus significatifs, qui décrivent I'ensemble de données réduites avec perte minimale
d'informations originales (Singh et al., 2005a). Autrement dit, I’ACP transforme p variables
quantitatives initiales corrélées entre elles (inter variables) en g variables quantitatives, non

corrélées, appelées composantes principales.

Les champs d'application sont aujourd'hui multiples, allant de la biologie a la recherche

économique et sociale, et plus récemment le traitement d'images. L'ACP est majoritairement

utilisée pour :

- décrire et visualiser des données ;

- les décorréler ; dans la nouvelle base, constituée des nouveaux axes, les variables ayant une
corrélation nulle ;

- les debruiter, en considérant que les axes que I'on décide d'oublier sont des axes bruités.

Une analyse en composantes principales a été effectuée sur les parametres biochimiques et une
autre sur les résultats obtenus par Absorption Atomique des métaux lourds, dont 1’objectif est
de présenter sous une forme graphique, un maximum d’informations a partir des tableaux de

données.
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111.10.2. La méthode SIMPLISMA
L'application de la méthode SIMPLISMA (SIMPLe-to-use Interactive Self-Modeling Mixture
Analysis) est utilisée pour I’analyse de données spectrales acquises par spectrométrie
d'imagerie Raman en mode cartographie des échantillons de poussiéres recueillies & proximité
d’une cimenterie et dans un rayon de 30 kilométres. La méthode SIMPLISMA permet
d’extraire de nombreux spectres purs (de produits purs) pouvant se trouver dans un mélange de

poussieres.

L'analyse de mélange (SIMPLISMA) est une approche de variable pure réussie pour résoudre
les données de mélange spectral. Une variable pure est définie comme une variable qui a des
contributions significatives d'un seul des composants purs dans I'ensemble de données de
mélange (Windig et al., 2002). Ensuite, la transformation d’une matrice de nombres réels en
une carte couleur pixellisée est obtenue & l'aide de MATLAB. Des programmes pour la
reconstruction de l'image finale ont été écrits en code MATLAB et I’affichage de la carte a

également été réalisé dans I'environnement MATLAB.

111.10.3. L’analyse de la variance (Anova)
L’analyse de la variance (ANOVA) a été appliquée par le logiciel SPSS 8.0 (Statistical Product

and Service Solutions) pour les comparaisons multiples dans le but de dégager I’effet station.

L’analyse de la variance est une technique statistique fondamentale qui vise a comparer des
moyennes sur plusieurs échantillons. Plus exactement, elle nous permet de tester I’hypothése de
1’égalité des variances de deux populations ; et encore de calculer le test de F (Fisher-Snedecor)
qui permet de vérifier I’existence significative de différences entre les moyennes de deux

groupes.

Les tests de comparaisons multiples de Newman—Keuls est utilisé pour détecter des différences
dans les données biochimiques entre les essences des 5 stations. Les données présentées sont la
moyenne des répétitions =+ 1’écart type. Les astérisques dans les tableaux et les lettres montrent

des différences significatives sur les plantes des sites pollués (* P = 0,05, ** P = 0,01).
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Chapitre 1V

Résultats et discussion des analyses par Spectroscopie Raman

L’intérét de la faisabilité de la spectroscopie Raman réside essentiellement dans la simplicité
de la préparation des échantillons et la rapidité de I’acquisition des données. L’analyse
qualitative par spectroscopie Raman des échantillons de poussiéres, recueillies sur le systéeme
foliaire de deux essences forestieres, est effectuée dans le but d’une caractérisation chimique
d’aérosols multi-composants de substances et éléments responsables des changements et
dégats observés aussi bien a I’intérieur qu’a I’extérieur du végétal. Cet outil de caractérisation

nous a permis de déterminer localement, différentes phases présentes.

Le traitement chimiométrique des données spectrales des différents échantillons a permis une
identification de plusieurs produits majoritaires et d’autres minoritaires, la plupart étant des
dérivés de ciments. Nous avons pu cependant, obtenir I’identification de produit pour chacune

des particules ou groupe de particules analysés.

En micro-Raman, aucun dommage du matériau par le laser n'a été observé. Et, le volume de la
zone a analyser est faible, en plus, I’échantillon n’étant pas homogene d’ou cette
hétérogénéité dans les réponses spectrales. Au cours des analyses de la poussiere brute par
spectroscopie Raman, des fonds de fluorescence importants sont obtenus, généralement au-
dela de 1800 cm™?, parfois au-dela de 1200 cm™. La région basse et située a 1200400 cm™ a
fourni la plupart des informations spectrales nécessaires pour 1’identification des constituants

présents dans le mélange des divers échantillons, la zone restante demeure inexploitable.

L’hétérogénéité des poussicres contenues dans les échantillons a induit un recouvrement des
données spectrales, ce qui a nécessité une resolution spectrale en utilisant une methode de
traitement des spectres de pixels et de reconstruire la répartition spatiale correspondante.

La méthode SIMPLISMA est alors utilisée pour extraire les spectres de composés purs des

especes chimiques présentes dans le mélange et les profils de concentrations associés.

Les spectres sont identifies en comparant les spectres extraits a ceux des banques de spectres
Raman, de travaux effectués antérieurement ou de spectres de référence réalisés en paralléle
au "Laboratoire des Systéemes Chimiques Complexes", actuellement METICA en utilisant des

produits purs.
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En raison de leurs tailles microscopiques, les aerosols sont invisibles, mais on peut aisément
voir leurs effets collectifs dans 1’atmosphére quand leur concentration y est élevée. En
revanche, on peut voir les aérosols un par un a 1’aide d’un microscope électronique, ou on
remarque la variété de tailles, de formes, d’aspects et couleurs (Boucher, 2012), c’est le cas
des échantillons photographiés a 1’aide du dispositif de prise de photographies du
spectrophotometre Raman utilisé, indiquées dans les figures V-1, IV-7 et IV-14.

IV-1. Analyse de I’échantillon E1

Ce premier échantillon de 1’étude est une partie 9 x 9 pm? de surface (81 pixels), formée d’un
amas de particules de poussiére recueillies sur le systéme foliaire du cypres a proximité de la
cimenterie, en station (S2), zone visiblement impactée par les rejets atmosphériques. Les
données Raman de 1’échantillon brut correspondant aux spectres acquis et provenant des 81
pixels ayant une résolution finale de 2 pm, obtenues avec [’excitatrice 532 nm, sont

enregistrées sur I’image de microscopie optique de la figure IV-1.

Position {micrometers)

-18300
Position (micrometers)

Figure I'V-1: Image de microscopie optique de la zone analysée, grossissement x 20 de

I’échantillon (E1), de poussiéres collectées dans la station S2

La figure IV-1 est une image optique des particules sélectionnées et impactées de
I’échantillon de poussiere (E1). Les points rouges du cadre central représentent les points
d’impact du laser de la surface analysée, pour 1’enregistrement, en mode cartographie, donc

81 spectres.

86



Original data

1200 1000 800 600 400 200

Reconstructed data
T T T T T T

1200 1000 800 600 400 200

Figure IV-2 : Représentation des différents spectres (a) Spectres originaux de I’échantillon

E1 ; (b) spectres reconstruits ; (c) Différence Spectres originaux — spectres reconstruits.

La figure IV-2 montre les spectres Raman originaux acquis, associés aux différents points
d’impact du laser, ceux reconstruits par le logiciel Unscrumbler, puis la différence des deux
ensembles, représentant ainsi tous les €léments. Ces spectres sont représentatifs de mélanges,
et la cartographie effectu¢e sur 1’échantillon a permis d’obtenir 81 spectres. Le profil de
concentration se trouve cependant sur la figure IV-3. Chaque couleur est la moyenne d’un

ensemble de spectres représentant la contribution d’une catégorie d’espéces chimiques.

Raman Intensity (cps)
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&
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Figure I'V-3 : Profil de concentrations de 1’échantillon E1
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La figure IV-4 est la cartographie moléculaire de la zone de I’échantillon E1, impactée par le
laser. Elle représente la distribution spatiale de toutes les variables pures extraites. La
contribution d’une variable pure sur 1 pixel se traduit en niveaux de couleurs. Par exemple, un

pixel de couleur vert foncé correspond a une contribution maximale et inversement pour 1

pixel de couleur vert clair.

-3510 -350

o
I
in
°

-3530

-~
w
&
]

o
o
£
=]
4

&
£

=
c
=]

2

n
o

a

-3540

-18300  -18290 -18280 -18270 -18260 -18250 -18240 18230 -1822
Position (micrometers)

Figure IV-4 : Cartographie moléculaire d’une zone de 9 X 9 um de I’échantillon E1.

La présence des composés est donnée par 1’échelle de couleurs

Chaque image Raman de la figure IV-5 est reconstruite a partir des contributions des
constituants représentés par les spectres de produits purs affichés au niveau de la figure IV-6 :
(a), (b), (c) et (d). Les spectres Raman fournissent des empreintes moléculaires et des

informations qui peuvent étre utilisés pour identifier des constituants d'aérosols inconnus.

La cartographie Raman de 1’échantillon E1 a permis d’obtenir la distribution des especes
présentes. La premicere composante extraite des spectres de mélange est représentative d’un
fond de fluorescence présent de fagon aléatoire. Ce fond de fluorescence est plus présent sur
la partie haute de la poussiere (Figure IV-5 (a), IV-6 (a)) ; et dominant une bande Raman
caractéristique d’un carbonate représenté ici par un carbonate de calcium (CaCO3) ou calcite,

située a 1085 cm™.

Selon Falgayrac et al., (2006), la calcite (CaCOs) représente également une grande part de la

fraction minérale des aérosols troposphériques avec un diamétre inférieur a 10 um. Ce
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carbonate de calcium est la roche carbonatée la plus commune des carbonates minéraux,

présente majoritairement sous la forme cristallographique dite calcite.

Le premier produit pur extrait par 1’approche SIMPLISMA (deuxiéme composante) est un
carbonate de potassium : K,COs (Figure IV-5 (b), IV-6 (b)). Ce composé est dispersé sur
toute la surface de la cartographie comme le montre la figure IV-5 (b). La contribution

relative de ce composé est représentée par les intensités de la couleur verte.

Pour I’échantillon El, le constituant KoCOs3 est un carbonate qui posseéde une raie Raman
majoritaire située a 1066 cm™ et des raies minoritaires a 724, 695, 192, 120 cm™. Un bon
accord est obtenu entre les raies de ce spectre et celles du spectre de référence effectué par
Koura et al., (1996). Nous avons obtenus un bon ajustement avec deux contributions a 1061 et

724 cm! en accord avec le spectre Raman de K>COj réalisé au laboratoire (Figure IV-22).
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Figure IV-5 : Cartes de concentration correspondant aux quatre constituants purs extraits.
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Les concentrations des composants sont proportionnelles a 1’intensité des couleurs
La troisiéme composante a pu étre identifiée comme étant du carbonate de calcium (CaCOs3)

(Figure V-5 (¢), V-6 (¢)), qui s’avere étre un constituant du ciment (Hughes et al., 1998). La
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bande Raman de plus grande intensité se situant a 1084 cm’' est caractéristique d’un
groupement carbonate. Cette bande apparait typique de la structure de CaCOs, selon les
résultats obtenus par de nombreux auteurs dont (Martinez-Ramirez et al., 2003 ; Falgayrac,
2006 ; Sharma et al., 2009), les autres bandes caractéristiques de CaCOs se situent sur le
spectre a 150, 270, 712 cm™! (Figure IV-6 (c)) et sont en accord avec celles rapportées dans les

travaux de Martinez-Ramirez et al., (2003).

La quatriéme composante extraite est attribuée au dioxyde de titane (TiOz), avec des raies
Raman caractéristiques a 151 cm™! (raie majoritaire) et des raies minoritaires situées a 392,
502, 623, 828 cm™! (Figure IV-6 (d)). TiO, n’est présent que sur quelques points puisque sur
la figure IV-5d, I’image n’est active que sur quelques pixels (Figure IV-5 (d)). TiO2 constitue
un composant du ciment a une concentration pouvant aller de 0,4 (Peschard et al., 2006) a

2,25% (Klimesch et al., 1998).

° (a) Fond ) (b) K2COs
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Figure IV-6 : Résultats SIMPLISMA pour les 4 constituants extraits de I’échantillon 1

Parker et Siegel montraient en 1990 déja, que les pics situés a 610 et 220 cm™! sont attribués a

la phase rutile de Ti0> et que les pics a 154 et 424 cm™! sont attribués, respectivement, aux
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phases anatase et rutile de TiO,. Swamy et al., (2005), rapportent dans un travail publié dans
la revue "Physical Review" que les raies Raman assignées a 1’oxyde de titanium sont situées a

144, 399, 519, 639 cm'! (Figure IV-6 (d)).

Le dioxyde de titane (TiO2) se présente sous différentes formes cristallines, on en dénombre
I’anatase, le rutile et la brookite. Les plus courantes sont 1’anatase, et le rutile ; la brookite

s’avere étre trés rare dans la nature.

La région de plus grand nombre d’onde dont le maximum d’intensité se situe prés de 838 cm™!
est caractéristique des phases C3S, C2S et du ciment Portland (Tarida et al., 2002) ; c’est le cas
des spectres des échantillons (E1R2 (a) et (b), E2R1 (a) et EIR3 (f)).

La catégorie prédominante dans les poussiéres analysées par spectroscopie Raman étant celle
des carbonates, présente dans la plupart des échantillons. Les sulfates et silicates représentent

des catégories dans un ordre d’importance inférieur a celui des carbonates.

(Pour rappel, le tableau ou est indiquée la nomenclature usuelle des phases du ciment)

Tableau V-1 : Tableau récapitulatif des principales phases du ciment

P_ha_s e Phase minérale / Abréviation C,:O,mpOSIt.I on Fractl_on (%)
chimique élémentaire du ciment
Alite silicate tricalcium : C3S (Ca0)3(Si0y) 50a 75
Belite silicate dicalcium : C2S (Ca0)2(SiOz) 10a20
Alluminate | aluminate tricalcium : C3A (Ca0)3(Al203) 5a10
Ferrite aluminoferate tetracalcium : C4AF | (CaO)s(Al203)(Fe205) <10

C:Ca0;S:SiO;; A: Al,Os; F : Fe0a.

Un ciment Portland est un mélange initialement complexe, constitué de plusieurs phases
dont : I’alite (C3S) pour 50 a 75 %, la belite (C2S) de 10 a 20 %, de I’aluminate (C3A) de 5 a
10 % et de la ferrite (C4AF) pour moins de 10 % (Tarrida et al., 2002), et cette complexité est
accentuée par Dinterférence des différents composés dans les résultats (obtention de

nombreux pics de plusieurs phases dans le méme spectre).

IV.2. Echantillon 1 répétition 2 (E1R2)
Le deuxiéme échantillon est constitué d’un amas de particules de poussieres déposées sur le

systéme foliaire des coniferes sélectionnés dans ce travail, au niveau de la station S2.
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L’image optique de la figure IV-7 représente la distribution spatiale des agrégats de particules
de poussiéres de 1’échantillon E1R2. La région sélectionnée représente 1’aire cartographiée
(13x13 pixels) et les points rouges sont les points d’impact du laser avec I’excitatrice 532 nm,
pour I’enregistrement des spectres. Cette cartographie effectuée sur I’échantillon a permis

d’obtenir 169 spectres Raman (Figure IV-7).
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Figure IV-7: Image microscopie optique de la zone analysée grossissement X 20 de

I’échantillon E1R2 de poussiéres collectées au niveau de la station 2

La cartographie moléculaire obtenue sur la zone impactée montre la présence de multiples
composés et les contributions sont données par I’échelle des couleurs (Figure I1V-8).
L’examen préliminaire suggere la présence de carbonates, des particules riches en calcium, et
des oxydes de fer, d’aluminium ou de potassium. La cartographie obtenue sur la zone de
dimension (13 x 13 pm) montre la présence de CaCO3 comme produit majoritaire dans les

agrégats rugueux de particules avec des spectres caractéristiques de structures semblables.

L’échantillon présenté sur la figure V-9 donne des spectres différents du fait de la répartition
hétérogene des particules ; de la différence de concentration des composés et de I’effet
d’échantillonnage (tassement des particules). Tous ces probléemes rendent difficiles

I’extraction des informations contenues dans les données.
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Figure V-8 : Cartographie moléculaire d’une zone de 13 x 13 pm de I’échantillon EIR2.

L’ensemble des spectres de I’échantillon E1R2 est donné dans la figure IV-9, afin de fournir
une signification globale de la méthodologie d’acquisition. Le logiciel OMNIC a été utilisé
pour ’acquisition spectrale, et le logiciel Unscrumbler pour le traitement et la reconstruction

pour obtenir le spectre moyen et celui du mélange reconstruit (Figure IV-10).
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Figure IV-9 : Spectres Raman originaux de I’ensemble de 1’échantillon E1R2

réalisés en mode cartographie

L’allure générale de I’ensemble des réponses Raman de 1’échantillon montre que 1’ensemble
des raies actives se situe dans la région 900-800 cm™ pour les plus intenses et dans la région
1150-1050 cm™ pour les pics les moins intenses. Le reste du spectre moyen ne fournit que

trés peu d’informations sur la constitution (Figure IV-9 et Figure IV-10 (a) (b)).
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Figure IV-10: (a) Spectre Raman moyen de 1’échantillon

(b) Spectre Raman (moyen) de mélange reconstruit

Le spectre de mélange fournit des caractéristiques distinctes en raison de chaque composant :
les hydroxydes de Ca et Mg ont des fréquences d'¢longation de la bande O—H distinctes ; le
carbonate de calcium posséde des bandes fondamentales caractéristiques et des harmoniques
bien séparées des bandes de surfaces (Hughes et al., 1995). Sur le spectre moyen se situent les

principales raies actives de I’ensemble des spectres (Figure IV-10).

La dérivée seconde des spectres est utilisée pour que les caractéristiques spectrales des
spectres transformés soient identifiables. Donc, quand les spectres sont deux fois dérivés, le
signe des spectres obtenus est changé pour avoir ainsi des pics positifs au méme nombre
d'onde (ou a la méme longueur d’onde) ou étaient les spectres d'origine (Batonneau et al.,
2001). La dérivée seconde permet de réduire la dérive de la ligne de base, de séparer plus
clairement les bandes d'absorption et d'exalter I'information spectrale.

Pour les données spectrales avec des composantes pures se chevauchant fortement ou des
lignes de base significatives, l'approche de la variable pure a ses limites ; cependant, dans ce
cas, des spectres de dérivation seconde peuvent €tre utilisés. Dans certaines spectroscopies, de
trés larges pics de composants d'intérét se chevauchent avec des pics étroits d'intérét (Windig

etal., 2002).

Les especes identifiées dans cet échantillon sont affichées par les spectres de produits purs ou

mélanges enregistrés sur la figure [V-12 (a), (b), (c), (d), (e), (), (g) et (h).
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Figure V-11: Spectres Raman de mélange obtenus en dérivée seconde

Sur la figure IV-12 (a), on observe que le premier spectre extrait est représentatif d’un fond de
fluorescence présent de fagcon aléatoire sur le spectre, dominant une raie Raman étroite de
forte intensité, située a 828 cm™! pouvant étre assignée a la phase SiOs, indiquant 1’alite (C3S :
(Ca0)3(Si0,) (Garg et Wang, 2012), avec un décalage de 2 cm’!. L’alite est un composé
majeur du ciment a un taux pouvant varier entre 50 et 75 %. Une autre raie de faible intensité
est observée a 1085 cm™!, typique de la raie principale et majeure du carbonate de calcium

(CaCO3) (Figure IV-12 (a)).

La premiere composante extraite des spectres de mélange n’est pas représentative d’un
produit pur mais peut étre assignée a un mélange des phases bélite (C2S : (Ca0)2Si0,) et alite
(C3S). Les raies Raman de plus grande intensité sont observées a 539, 832 et 884 cm™! (Figure

V-12 (b)).

La région de plus grand nombre d’ondes dont le maximum en intensité se situe un peu pres de
838 cm! est caractéristique des phases (C2S) et (C3S) du ciment (Tarrida et al., 2002). De
méme, pour Gareg et Wang, (2012), la région 800850 cm™ comporte la plupart des bandes

relatives aussi bien a I’alite qu’a la bélite, ce qui semble étre des chevauchements significatifs.

La contamination par des ions métalliques peut-étre une explication valable pour la
fluorescence obtenue pour les phases C3S et C2S du ciment non pur, mais elle n'explique pas
immédiatement le comportement similaire exposé¢ par les échantillons synthétisés (Dyer et al.,

1995).
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La deuxiéme composante extraite peut étre représentative d’une mixture. La raie Raman de
plus grande intensité observée a 142 cm™, avec un décalage de 2 cm™, et les autres a 213, 246
et 635 cm™ peuvent étre attribuées a la phase TiO2 (NAIST, 1989) et (Swamy et al., 2005).
Tandis que la raie Raman majoritaire située a 842 cm™ est typique de C3S. Ce spectre
renferme également une raie de grande intensité située a 1085 cm™ et une autre a 1576 cm™.
D’apres la littérature, ces deux pics sont probablement dus a la présence d’un carbonate de

fer, identifié comme étant de la sidérite ou FeCO3 (Sharma et al., 2009) (Figure IV-12 (¢)).
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Figure IV-12 : Résultats SIMPLISMA pour 7 constituants extraits de 1’échantillon E1R2.
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Le spectre représenté sur la figure 1V-12 (d), dont toutes les raies Raman observées a 151,
277, 713, 1088 cm’!, sont typiques d’un oxyde de fer ou hématite (Fe2O3), comme produit
majoritaire. Le spectre parait en bon accord avec celui proposé par Sharma et al., (2007), avec

un décalage de 2 cm™ (Figure IV-12 (d)). C’est la troisiéme composante du mélange.

La quatrieme composante extraite par SIMPLISMA, représentee sur la figure 1V-12 (e) est
identifiée comme étant un mélange de (C2S) et (C3S). La raie Raman principale assignée a

cette composante est située a 822 cm™.

Le composé extrait de 1’échantillon EIR2 et obtenu sur la figure 1V-12 (f) ou le spectre
Raman parait présenter une association de deux composés majoritaires du ciment. Nous avons
obtenu un bon ajustement avec deux contributions a 277, 715, 1090 cm™ pour un carbonate de
calcium et a 835 cm™ pouvant appartenir a la phase bélite. Ce qui représente la cinquiéme

composante.

Sur la figure IV-12 (g) est enregistré le spectre Raman pouvant étre attribuée a de I’alite
(C2S), formant la sixieme composante (Tarrida et al., 1995). Le pic Raman le plus intense est

situé a 855 cm™, avec un décalage de 5 cm™.

1077.72

/" eeass

Figure IV-13 : Spectre Raman de Na,COs3 pur réalisé au laboratoire

Les raies Raman de la septieme composante sont affichées sur le spectre Raman de la figure

IV-12 (h) et sont en accord avec celles du spectre de la figure 1VV-13, réalisée au laboratoire et

correspondant au carbonate de potassium pur de formule Na.COs, en suivant la méme

procédure d’acquisition et d’enregistrement que pour les échantillons de poussieres, pour

comparaison. Celle-ci étant fructueuse, les pics Raman caractéristiques de 1’échantillon sont

alors localisés & 1080 cm™ pour le plus intense et 697 cm™ pour celui de moindre intensité,
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ceux de référence présentent un décalage de 1 cm™ pour la premiére (1079 cm™) et 2 cm™
pour la seconde (699 cm™) (Figure 1V-13).

V-3. Echantillon E1R3

L’échantillon E1R3 correspond a 1’amas d’aérosols collectés sur le systéme foliaire de
Cupressus sempervirens, au niveau de la station S3, dans la localit¢ de Hamma Bouziane.
Pour cet échantillon, une zone de 17 x 16 um? a été sélectionnée puis analysée. Dans la figure
V-14, on distingue I’image optique de I’agrégat rugueux des diverses especes minéralogiques
présentes dans ’amas de poussieres généré par I’assemblage de particules pouvant provenir
de la cimenterie et/ou d’autres sources de pollution. Le cadre au centre de I’'image représente

I’aire analysée, avec les 272 pixels spectres de particules impactées par le laser.
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Figure IV-14 : Image microscopie optique de la zone analysée au grossissement X 20 de

I’échantillon (E1R3) de poussicres collectées au niveau de la station S3.

Chaque spectre Raman est caractéristique d’une microzone de particules correspondant a une
surface de 2 pm? de I’échantillon (Figure IV-15). La distribution spatiale de toutes les
variables pures extraites est donnée par la répartition des niveaux de couleurs de la figure
correspondant a la cartographie moléculaire, sur laquelle on peut voir les dérivées de toutes

les couleurs ayant contribué au mélange avec différentes concentrations.

Les niveaux de bleu foncé dispersés sur I’ensemble de 1’image ne sont que le fond de

fluorescence présent aléatoirement sur toute la surface. Ce fond de fluorescence représente un
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bruit de fond qui peut étre dii au matériau de verre utilisé pour I’acquisition dans 1’appareil.
Tandis que chacune des cartes de concentration de la figure IV-19 correspond a la distribution

d’une seule variable extraite ; elle est donc constituée des niveaux d’une méme couleur.

x 10°
8

7

6

Figure IV-15 : Cartographie moléculaire d’une zone de 17 x 16 um? de I’échantillon E1R3

collecté au niveau de la station S2.

Les deux ensembles de spectres Raman des particules impactées, sélectionnés sont enregistrés
et présentés sur les deux graphes de la figure IV-16 (a) et (b), car le nombre élevé de spectres
ne peut pas étre enregistré sur un seul et méme graphe, ceux-ci sont associés a tous les points
impactés. L’acquisition par balayage Raman point par point (pas de 2 pum) dans des
conditions non destructives, en utilisant une faible puissance laser sur I’échantillon, a généré

un ensemble de 272 pixels spectres.

Int

5 3 5
1200 1100 1000 %00 80 700
Raman (cm-1) Raman (cm-1)

Figure IV-16 : (a) ; (b) Spectres Raman originaux de 1’ensemble de I’échantillon E1R3,
réalisés en mode cartographie (272 spectres)

La comparaison des spectres Raman obtenus par la méthode de traitement SIMPLISMA avec
les spectres de référence réalisés au laboratoire, tels que Na,CO3 de la figure IV-20 (d) en
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accord avec la Figure IV-13 ; ainsi que CaO de la figure IV-20 (g) en accord avec la Figure
IV-21, ou encore en ajustement avec les spectres de la banque établie NAIST comme celui du
MnCOs3, en accord avec la figure IV-20 (d) indiquent que les pixels spectres sont
caractéristiques de mélanges de plusieurs espeéces chimiques pouvant présenter des
chevauchements. Pour cela, il a ét¢ obtenu, comme premiére composante un spectre de
fluorescence et six spectres Raman résolus par SIMPLISMA, pouvant étre purs ou

représentatifs de mixtures.

La région 1200-700 cm™! présente le maximum d’informations pour 1’échantillon, et les raies
Raman de plus grande intensité se situent au voisinage de 1085 et 850 cm™ (Figure IV-16 (a)
(b)). Les raies Raman les plus intenses dans 1’échantillon E1R3 sont actives au voisinage des
nombres d’ondes indiqués sur le spectre moyen (1085, 1038, 842, 764, 714 cm™) (Figure IV-

17 (a)) et paraissent indiquer une présence majoritaire de carbonates.
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Figure IV-17 : (a) Spectre Raman moyen (b) Spectre Raman moyen reconstruit de E1R3

L’allure générale du spectre moyen (Figure [V-17 (a)) présente un fond de fluorescence qui
domine les raies Raman actives de I’ensemble des spectres acquis, par contre, on observe que
le spectre moyen reconstruit est compleétement dépourvue du bruit de fond avec une
séparation claire des pics actifs (Figure IV-17 (b)). La dérivée seconde a permis de réduire la

dérive de la ligne de base pour afficher toute I’information spectrale (Figure IV-18).

Les cartes de concentrations correspondant aux espéces identifiées sont représentées sur la
figure IV-19 (b) a (g). Et la présence des composés est donnée par 1’échelle de chacune des
couleurs. L’enregistrement des cartographies ¢lémentaires et moléculaires de cette zone bien

définie, correspondant & un ensemble de particules a été effectué. Chaque image Raman est
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reconstruite a partir des contributions de chacun des constituants figurés (Figure IV-19) par

les spectres des produits purs se trouvant dans I’amas.
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Figure IV-18 : Spectres obtenus en dérivée seconde de 1’échantillon E1IR3

La figure IV-19 (b) qui représente plusieurs niveaux de vert est attribuable a un dioxyde de
titane (TiO2), qui posséde une distribution plus ou moins homogene sur I’ensemble de la
surface de I’échantillon (on peut voir alors du vert un peu partout sur la surface). Alors que la
figure IV-19 (c) dont la couleur mauve est présente sur quelques pixels dans la partie gauche

de la cartographie de concentration, pouvant correspondre a un oxyde de silicium.

La carte de concentration de la figure IV-19 (d) n’est active que sur quelques pixels, sur le bas
de la partie gauche de I’image, en affichant deux niveaux de bleu turquoise, probablement dus
a la réponse Raman du carbonate de sodium Na>CO3 dans un mélange avec le carbonate de
manganese MnCOs3. Tandis que la carte de concentration indiquée sur la figure IV-19 (e) est
distribuée selon une dispersion de niveaux de jaune présent particulierement et avec une
importante concentration dans la partie basse de I’image. Cette dispersion peut étre due a un

ensemble de composés.

La carte de concentration indiquée sur la figure IV-19 (f), représentée en niveaux de gris sur
toute la surface a permis d’obtenir la distribution d’oxydes de silicium. Tandis que celle
affichée sur la figure IV-19 (g), et représentée en niveaux de rouge sur toute la surface a
permis 1’obtention d’une dispersion de plusieurs especes chimiques minérales qui peuvent étre

assignées a un mélange de carbonates.
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Figure IV-19 : Cartes de concentration des différents constituants purs.
Les concentrations des composants sont proportionnelles a 1’intensité des couleurs.

Les détails de la caractérisation chimique de la cartographie des particules dans 1’agrégat de
I’échantillon EIR3 sont montrés dans les spectres Raman de la figure IV-19 (a, b, c, d, e, f).
Les spectres Raman IV-20 (d) et (g) sont relatifs a des carbonates, avec des bandes Raman
caractéristiques se situant a 142, 264, 343, 705 cm™ pour le spectre (d) représentatif de
Na,COs et 152, 275 et 715 cm™! pour la calcite (CaCO3) et CaO pour le spectre (g). Les pics
les plus intenses se situent a 1080 cm™ pour NaxCOs et 1090 cm™! pour CaCO;. Ces mémes
bandes corroborent avec celles trouvées par Sharma et al., (2009), avec un léger décalage des

bandes de 1 cm™! pour le premier spectre et 3 cm™! pour le deuxiéme.
p p p p

Les spectres Raman de I’échantillon E1R3, représentés par la figure IV-20 (a) a (g), possédent
différents groupes de bandes, correspondant a plusieurs produits purs extraits de cet
échantillon de poussieres collectées en station S3. La région de plus grand nombre d’onde

dont le maximum en intensité se situe prés de 1080 cm™! est caractéristique de carbonates.

Le premier produit extrait par SIMPLSMA (deuxiéme composante) est affecté a TiO2, les
raies Raman majeures caractéristiques sont situées a 148 et 640 cm™, avec un décalage de

lem™ par rapport aux travaux de Swamy et al., (2005) ; associé a un mélange des deux phases
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C>S et C3S du ciment, avec une bande Raman intense a 823 cm™! avec un décalage de 3 cm™,

en accord avec les résultats de Garg et Wang (2012) (Figure IV-20 (b)).

Le spectre Raman de la figure IV-20 (c) posséde une raie Raman de grande intensité située a
830 cm™! et des raies de faible intensité a 370 et 230 cm™ qui peuvent étre assignées a SiOa,
selon Sharma et al., (2009) et Garg et Wang (2012) ; avec un épaulement a 878 cm! attribué

probablement a un carbonate additionnel. C’est la troisiéme composante du mélange.

Le spectre Raman de la figure IV-20 (d) est typique d’un carbonate de sodium. Le NayCOs,
constituant la quatriéme composante, est identifi¢ avec ses deux pics intenses situés a 1080 et
704 cm’, il concorde avec celui dont 1’acquisition est réalisée au laboratoire en utilisant le
produit pur et en mode cartographie, avec un décalage de 3 cm™ pour la raie principale et 5
cm™ pour la seconde. Les paramétres du microscope étant les mémes adoptés au cours de
I’acquisition des spectres relatifs aux échantillons de poussiéres. La région du spectre située
entre 350 et 150 cm™ fournit 3 raies pouvant étre affectées a un autre carbonate : le carbonate

de manganése (MnCO3), dont la référence NAIST est 14430.

Le carbonate de sodium peut étre responsable du déclin des teneurs en chlorophylle, car selon
Desai (2012), les pigments de chlorophylle sont considérablement réduits avec la progression
de la concentration de Na>xCOs, un degré sensiblement plus élevé de réduction de la teneur en

chlorophylle sous Na,COs3 est observé dans ses travaux.

Sur la figure IV-20 (e), on observe un spectre constitué d’une mixture de plusieurs composés,
formant la cinquiéme composante. La raie Raman de plus grande intensité située 2 970 cm™! et
les raies a 1080, 615, 445, 341, 131 cm™! semblent typiques d’un sulfate selon les travaux de
nombreux auteurs. Nous avons obtenus un bon ajustement avec deux contributions en accord
avec les travaux de Falgayrac (2006) assignant les raies 970 et 445 cm™ a un sulfate de plomb
(PbSO4). Batonneau et al., (2001) affectent cette raie Raman avec un décalage de 6 cm™ a la
galene (PbS), phase ayant été identifiée par DRX dans la poussiere. Frost et Keeffe (2008)
attribuent les raies 970 et 620 cm™ a un sulfite de potassium dihydraté (K2SOs3-2H>0).
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Figure I'V-20 : Résultats SIMPLISMA pour 6 constituants extraits de 1’échantillon E1R3.

La sixiéme composante, relative au spectre de la figure IV-20 (f), montre que celui-ci est

représentatif d’un oxyde de silicium. En effet, la bande de plus grande intensité, située a 350

cm’! peut étre attribuée a la bande majeure de SiO4, ainsi que les raie de faible intensité a 977

et 246 cm™. Ce qui corrobore avec les travaux de Jehlicka et al., (2009), avec un décalage des

raies. Cependant, il reste une contribution visible sur ce spectre Raman dans la région 1080

pouvant étre affectée a un important constituant du ciment, avec un taux qui dépasse 62 %,

identifi¢ par comparaison avec le spectre Raman réalisé au laboratoire en mode acquisition
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sur CaO (Figure IV-21). Cet oxyde de calcium est le constituant majeur de toutes les phases

du ciment.

(®)

Figure 1\VV-21 : Spectres de référence originaux de CaO pur réalisés au laboratoire,
en mode cartographie ; (a) région 4000400, (b) région 1200-400 cm™*

La septiéme composante, relative au spectre de la figure IV-20 (g), montre que celui-ci n’est
pas constitué d’un produit pur mais d’un mélange de carbonates. La raie Raman intense située
a 1088 cm’!, et les autres de moindre intensité a 715, 276, 153 cm™! sont typiques de la calcite.
Le décalage des raies étant de 2 cm™' par rapport aux travaux de Sharma et al., (2007),

Sobanska et Laureyns (2008) et Jehlicka et al., (2009).

L’omniprésence de la calcite dans les écosystémes et son role dans la rétention des métaux
traces, ainsi que son affinité pour les cations métalliques Cd**, Zn** et Pb** se double d’un

effet d’inhibition de ces cations sur la solubilisation de la calcite dans I’eau (Neff, (2003).

I M\J
wst = w0 = w00 w0

Raman (cm-1)

1000

Figure IV-22 : Spectre de référence K,COs réalisé au labo (Raie principale 1061,05 cm™).
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Les spectres de poussiéres acquis en imagerie Raman, de résolution 2 pm, ont permis
d’identifier les particules associées aux entités carbonates et sulfates, avec une prédominance
des carbonates devant les sulfates puis des silicates. En effet, les cartographies obtenues sur
des zones de dimensions plus ou moins réduites témoignent de la présence d’une majorité
d’agrégats de particules riches en carbonates, des particules contenant des associations de
phases silicate dicalcium ou belite (C»S), silicate tricalcium ou alite (C3S) et tricalcium
aluminate (C3A) (ou C: CaO ; S : SiO2, A : ALO3) ; et enfin des particules et agrégats isolés

constitués de Fer, de Titan ou de manganeése.

La Spectroscopie Raman a été utilisée avec succes dans le cadre de l'enquéte des oxydes
permettant l'identification précise des composés et l'acces aux deux régions de fréquence

inférieure et supérieure dans le méme spectre (De Farai and Lopes, 2007).

Parmi les méthodes de spectroscopie laser, La spectroscopie Raman linéaire se distingue par
plusieurs avantages : Toutes les molécules organiques et les plus inorganiques sont Raman
actives. Les spectres Raman fournissent des empreintes moléculaires et informations qui
peuvent étre utilisées pour identifier des constituants d'aérosols inconnus. Pour de nombreuses
substances, les spectres du solide, gazeux, et I'état liquide sont différents et peuvent étre
séparés. Contrairement a la spectroscopie infrarouge, la spectroscopie Raman est également
bien adaptée pour les systémes aqueux. En outre, I'échantillon Raman diffusant peut étre de

n'importe quelle forme ou opacité (Sinanis, 2011).

L'analyse de mélange (SIMPLISMA) est une approche de variable pure réussie pour résoudre
les données de mélange spectral. Une variable pure est définie comme une variable qui a des
contributions significatives d'un seul des composants purs dans I'ensemble de données de
mélange (Windig et al., 2002).
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Chapitre V

Résultats et discussions des Teneurs en

meétaux dans les feuilles
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Chapitre V

Résultats et discussions des Teneurs en métaux dans les feuilles

La phytotoxicité des métaux lourds dans la plupart des parties de la plante peut étre attribuée a
I'accumulation des métaux lourds, particulierement dans les compartiments plasmatiques des
cellules, tels comme le cytosol et le stroma chloroplastique. En outre, la compartimentation de
la vacuole pour un surplus de concentrations de métaux semble étre une forte composante de

la stratégie de détoxification cellulaire de 1’effet des métaux (Sharma and Dietz, 2006).

En zones polluées, principalement les stations S2, S3 et S5, le cypreés a tendance a répondre a
la pollution en produisant plus de sucres solubles inversement au pin qui résiste en
synthétisant des quantités de proline légerement plus importantes. L’objet de cette réponse
pourrait étre 1’augmentation des teneurs en métabolites dans la cellule pour exprimer la

résistance au stress métallique ou peut étre pour améliorer un processus de détoxification.

V.1. Teneurs en métaux

V.1.1. Teneurs en métaux dans la poussiére collectée sur le systeme foliaire

Bien que les teneurs en métaux dans les solutions de lavages des feuilles soient assez faibles
(inférieures a 1 ppm dans la plupart des cas), il est illusoire de penser que seules les
concentrations trop élevées contribuent a porter des dégats proprement dits. Les faibles
teneurs peuvent engendrer des dommages préjudiciables aux coniféres suite a 1’effet
d’accumulation, vu que le climat de pollution auquel sont soumises ces plantes est permanent.
L’intérét porte alors sur les concentrations de fond qui affectent les organes et tissus a long
terme. Les teneurs les plus importantes sont celles enregistrées au niveau de la station témoin
(S1). Ces observations laissent supposer que ce sont les teneurs optimales, laissant penser que
la paroi cellulaire et la cuticule forment une barriére qui s’oppose au passage des ¢léments

nocifs a I’intérieur de la plante.

V.1.2. Teneurs en metaux dans le tissu foliaire

Les teneurs en metaux mesurées dans le tissu foliaire des deux especes sont supérieures a
celles enregistrées dans les poussiéres; ce qui suppose qu’il y’a passage des éléments a travers
la membrane cellulaire ; donc une fragilité de la paroi cellulaire. Des teneurs élevées en
métaux sont enregistrées plutdt en Station témoin (S1) et au niveau de la station située dans le

campus de ’'université (S4). Ces deux stations sont supposées étre loin de la pollution.
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Les concentrations enregistrées en cadmium au niveau de toutes les stations varient
considérablement d’un conifére a ’autre et sont amplement plus importantes que celles du
zinc (Figures V-1). Ce phénomene a été remarqué par de nombreux auteurs tels que Baumann
et al. (2009).

La substitution in vivo du magnésium (I'atome central de la chlorophylle), par les métaux
lourds (mercure, cuivre, cadmium, nickel, zinc, plomb) méne a une rupture de la
photosynthése et constitue un mécanisme de dommages important pour les plantes soumises a
un stress par les métaux lourds. Cette substitution du Mg par les métaux lourds pourrait avoir
lieu spécifiqguement dans les centres de réaction Photosystéme 1l dans le chloroplaste, donc
affecter directement le processus photosynthétique (Kupper et al., 1998).

Les arbres possédent une considérable faculté de s’adapter au stress induit par les métaux
toxiques. En dépit de cette capacité, il existe une importante variation d’aptitude chez les
différentes especes et populations d’arbres pour survivre et se développer en réponse aux

teneurs élevées en métaux (Dickinson and Lepp, 1995).

La biosynthése de la chlorophylle est inhibée par les métaux dans les plantes supérieures
intactes (Prassad et Prassad, 1987), ainsi que dans les algues (De Filippis et al., 1981a, cités
par Van Assche et Clijsters, 1990). Les métaux inhibent les étapes réductrices finales de la
formation de la chlorophylle (Van Assche et Clijsters, 1990). La glycine-bétaine et la proline
sont les deux principaux osmolytes organiques accumulés dans diverses espéces végétales en
réponse aux stress environnementaux tels que la sécheresse, la salinité, les températures

extrémes, les rayons UV et les métaux lourds (Ashraf et Foolad, 2007).

V.1.2.1. Teneurs en cadmium
Pour Cupressus sempervirens, les teneurs les plus importantes en cadmium sont enregistrées
au niveau des stations S1 et S4, avec des moyennes de 0,3 £ 0,01 ppm et 0,2 £ 0,00 ppm
respectivement (Figure V-1). Ces résultats suggérent que, d’un coté, les polluants métalliques
sont aeroportés dans les aérosols sur de grandes distances et, d’un autre, la station témoin et
supposée située loin de toute forme de pollution, n’est pas a 1’abri de la formation de dép6ts
de polluants chargés en Cadmium. Par contre, les teneurs sont faibles a nulles en S2, S3 et S5,
suggérant que le cadmium pourrait étre entierement transloqués du tissu foliaire et accumulé

dans d’autres organes, tels que les fruits, la tige ou le bois.
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Figure V-1: Teneurs en cadmium dans le tissu foliaire (n =30 ; p : 0,05)

La plupart des métaux, tels que le cadmium, étant bivalents, ont la capacité de se substituer a
d’autres ¢léments bivalents essentiels, comme le calcium ou le zinc et de migrer dans la plante

jusqu’aux tissus de réserve.

L’effet dépressif du Cd sur la photosynthése serait dii a I’inhibition de la biosynthése de la
chlorophylle (Burzynski et Bukzek, 1989) ainsi qu’a une action sur le transport des électrons
dans les chloroplastes (Lucero et al., 1976). Stobart et al., (1985) confirment que le Cd agit
sur la croissance des plantes par désactivation de la synthése de la chlorophylle ; cette
inhibition représente le premier événement dans la toxicité du Cd dans la croissance des

plantes.

Les cellules du mésophylle de la feuille de plantules de plantes exposées a du CdCl, pendant
(seulement) 24 heures ont montré des changements structurels des chloroplastes, des
mitochondries et des noyaux. Les chloroplastes provenant d'échantillons exposés au Cd?*
présentent des changements dans la forme des organites, une augmentation du volume du
stroma et un dépbt de matériau dense en électrons dans la double membrane (Vitoria et al.,
2006). Par ailleurs, la toxicité du cadmium ne dépend pas uniquement de son accumulation
chez les especes car, certaines, tolérantes de concentrations élevees en cuivre, ne le sont pas

forcément pour le cadmium.

Les changements dans les membranes du chloroplaste ne sont pas drastiques, et une
réorganisation des thylacoides et du stroma peut étre observee. En revanche, la dégradation de
I'enveloppe nucléaire des cellules végétales traitées au Cd?* est trés nette. L'accumulation de
granules denses aux électrons est également observée dans les mitochondries (vitoria et al.,
2006).
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Cosio et al. (2006), rapportent certaines Iésions macroscopiques dans le feuillage des arbres
de Salix viminalis, tolérant au stress Cadmie, sous forme de chlorose et nécrose irrégulieres
sur les bordures des feuilles et qui augmentent avec I'age de la feuille. Par autoradiographie,
ils ont trouvé gu’un gradient d'accumulation de cadmium en fonction de I'age de la feuille se
fait préférentiellement dans les nervures des feuilles plus 4gées mais uniformément distribué

dans le feuillage jeune.

V.1.2.2. Teneurs en chrome
Selon Chatterjee and Chatterjee, (2000), la chlorose est due principalement a I’effet toxique
du Cu et du Cr sur les racines. Ces effets indirects sont surtout causés par une altération de la
concentration en minéraux nutritifs essentiels, une diminution de la photosynthése nette
comme conséquence de la fermeture des stomates, une réduction de 1’espace intercellulaire et
une altération des chloroplastes. D’apres les résultats affichés sur la figure V-2, les teneurs en
chrome paraissent largement plus élevées chez Cupressus sempervirens, au niveau de la
Station S2, prés de la cimenterie, avec une valeur dépassant 4 ppm, que pour Pinus
halepensis. Par contre, la concentration est tres faible a nulle au niveau de toutes les autres

stations.

L’inhibition du transport des électrons induite par le chrome peut étre due a son interaction
avec le cuivre et le fer des transporteurs d'électrons (tels que les cytochromes) subissant des
modifications rédox pendant le flux d'électrons (Dixit et al., 2002). En zone polluée, le cypres
parait étre une espéce accumulatrice de chrome, probablement pour les caractéristiques

morphologiques de ses verticilles a court pétiole, associées a la rugosite des surfaces foliaires.
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Figure V-2 : Teneurs en Chrome dans le tissu foliaire (n =30 ; p : 0,05)

113



Un dépérissement général de toutes les parties de la plante est observé sous I’action de fortes
teneurs en chrome se manifestant par la destruction de la chlorophylle (Moore, 1991)

additionné a un déséquilibre dans la croissance (Samantaray et al., 1998).

V.1.2.3. Teneurs en cuivre
Contrairement a la tres faible teneur calculée en chrome chez les coniféres, celle en cuivre est
d’un ordre de grandeur qui dépasse toute attente, chez Pinus halepensis en station témoin,
avec une valeur qui dépasse 7 ppm (Figure V-3). Pour le cypres, les concentrations sont trés

basses au niveau de toutes les stations.

Or pour Bernal et al., (2007), I'application de 50 pM de CuSOg sur les feuilles augmente le
contenu de la chlorophylle. Ces résultats indiquent qu‘aucune interaction antagoniste entre Cu
et I’absorption du fer a eu lieu dans les plantes ou un exceés en Cu est appliqué sur les feuilles ;
mais Cu entre en complétion avec I'absorption du Fe chez les plantes cultivées avec exceés de
Cu en milieu hydroponique. Les résultats indiquent fortement que des voies différentes
d’absorption de Cu et son transport doivent fonctionner dans les cellules de la feuille par

rapport aux cellules de la racine (Bernal et al., 2007).
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Figure V-3 : Teneurs en cuivre dans le tissu foliaire (n =30 ; p : 0,05)

Les faibles concentrations de Cu causent environ 50% d'inhibition de la fluorescence de la
chlorophylle a. La teneur réduite en chlorophylle observee dans les feuilles de plantes
cultivées en présence de concentrations élevées de Cu rend les feuilles plus sensibles a la

photoinhibition en raison d'une carence en Fe induite par le Cu (Yruela et al., 2000).

V.1.2.4. Teneurs en magnésium
Les deux coniféres préconisés dans 1’étude montrent des réactions totalement antagonistes

vis-a-vis de I’accumulation du zinc dans les feuilles. On enregistre, pour le pin, de fortes
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concentrations pouvant dépasser 16 et 12 ppm au niveau des stations les moins polluées (S1 et
S4), respectivement, tandis que les teneurs les plus importantes pour le cyprés sont
accumulées dans le tissu du limbe des feuilles provenant de sites pollués (S2 et S5). Ces
valeurs demeurent assez faibles pour causer d’éventuels dommages car, selon Willaert et
Verloo, (1990), le manganese étant un oligoélément, sa phytotoxicité ne peut étre prononcée
qu’a des teneurs élevées (> 500 ppm) et les symptomes visuels d’une phytotoxicité au
manganése incluent des chloroses et des nécroses qui altérent la morphologie de la feuille et
provoquent une décoloration des racines ainsi qu’une diminution dans la concentration

cellulaire en ATP (Jackson et al., 1990).
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Figure V-4 : Teneurs en magnésium dans le tissu foliaire (n =30 ; p : 0,05)

V.1.2.5. Teneurs en manganeése
Le manganése est un micronutriment essentiel pour plusieurs processus métaboliques
importants, tels que la photolyse de H>O par le PSII ou pour I'assimilation de NO™ dans les
chloroplastes (Fodor, 2002) et (Monteiro, 2009). Dans ce travail, le Mn a été mis en évidence
dans les analyses par spectroscopie Raman et par diffraction des rayons X dans de nombreux
échantillons de poussiéres, sous forme d’oxyde de manganése. Ses effets toxiques sur la
croissance des plantes interviennent dans plusieurs voies physiologiques et biochimiques, bien
que les mécanismes ne soient pas encore connus de facon détaillée. Une assimilation plus
élevée de I'oxygene ainsi qu’un déréglement des systémes enzymatiques dépendant du Mn

ont été associés a la toxicité due a ce métal (Mukhopadhyay et Sharma, 1991).

Le Mn perturbe 1’absorption, le transport et 1’utilisation de divers éléments essentiels, comme
le Ca, Fe, Cu, Al, Si, Mg, K, P et N. L’exces réduit ’apport de certains éléments et augmente

celui d’autres. Le pH joue un rdle important dans 1’absorption du Mn. Dans le cas d’un pH
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acide, il n’y a pas assez de nitrate agissant comme accepteur alternatif d’électrons, et une
grande quantité de Mn se retrouve dans les feuilles (Mukhopadhyay et Sharma, 1991).
L’exces de Mn dans les feuilles diminue 1’assimilation du CO2 par une réduction du taux de
chlorophylle dans les feuilles immatures avec aucun effet détecté sur les feuilles matures
(Gonzalez et Lynch, 1999).

V.1.2.6. Teneurs en zinc
Dans les feuilles de Pinus, seule la station témoin montre la teneur la plus élevée avec une
valeur de 26,64 ppm. Dans les verticilles du cypreés, ¢’est la station S3, en affichant une faible
teneur (4,32 ppm). Les dépdts atmosphériques représentent la principale contribution aux
niveaux de Cu et de Zn dans les mousses, dans les aiguilles et dans I'écorce du pin (Samecka-
Cymerman et al., 2006). Van Assch and Clijsters (1990) rapportent que la phytotoxicité du Zn
est confirmée aussi bien dans le contexte agricultural qu’écologique et se manifeste par des

nécroses et des chloroses.
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Figure V-5 : Teneurs en zinc dans le tissu foliaire (n =30 ; p : 0,05)

La toxicité du zinc est similaire a celle du chrome et plus grande que celle du cuivre. Le
rendement de la fluorescence chlorophyllienne chez sept especes d’algues étudiées par

Baumann et al. (2009) est réduite a 0 a de fortes concentrations en zinc.

V.1.2.7. Teneurs en aluminium
L’importance fonctionnelle de 1’accumulation de la proline induite par I’ Aluminium dans des
plantes de mais tolérantes réside dans sa contribution dans la maintenance de la balance de
I’eau, vu qu’il est connu par les perturbations provoquées dans la balance d’eau. Une
exposition des plantes a 1’ Al provient suite a un déficit hydrique (Barcelo and Poschenrieder,
1990). Une diminution du déficit hydrique peut beaucoup contribuer a I'adaptation des plantes

aux conditions de stress a I’aluminium (Gianakoula et al., 2008).
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Tabuchi et al., (2004) ont montré que 1’augmentation des teneurs en sucres soluble chez des
cultivars de blé résistant a I’aluminium est liée a une diminution de I’allongement des racines,
suggérant que le potentiel osmotique peut étre faible en cas d’augmentation des teneurs en
sucres solubles dans la séve des cellules. Tandis que Prasad and Strzatka, (2002) avancent
que les changements de volume des chloroplastes, mitochondries et vacuoles, la dilatation des
membranes, tubules, grana et thylacoides, la multinucléation, les perturbations des
microfibrilles de la membrane ainsi que les changements dans de stockage des produits ont

été observés dans plusieurs tests suite a un traitement aux métaux.

V.2. Corrélations entre les métaux
V.2.1. Corrélation et interaction entre Cd et Zn

Il n’est pas suffisant de connaitre les concentrations de chaque polluant car leur effet sur les
étres vivants peut ne pas étre simplement additif. Les propriétés anti-oxydantes du zinc jouent
un important role dans 1’atténuation de 1’effet de toxicité du cadmium (Aravind et Prasad,
2005) et, un exces de zinc peut diminuer I’inhibition de la croissance de la plante et la fixation
du CO, provoquées par le cadmium, parce que le zinc ne s’oppose pas seulement a
I’absorption du cadmium mais également a sa translocation de la racine vers la tige (Cseh,
2002).

Cd et Zn possédent une configuration électronique et une valence similaires, avec une affinité
égale aux sulfures, nitrogéne et oxygene (Aravind et Prasad, 2005). Cd et Zn sont deux des
plus répandus et redoutables métaux lourds, mais il n’existe aucun moyen efficace de les
¢éliminer du milieu. Les capacités d’accumulation des protoplastes sont modifiées selon que
les plantes aient été pré-exposées au cadmium, ce qui indique surtout qu’a un seuil de
concentration déterminé, des mécanismes de transport sont induits dans les cellules des
feuilles (Casio et al., 2004), ce qui représente un cas d’exposition permanente a un

environnement de pollution.
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Figure V-6 : Corrélation entre les teneurs Cd et Zn dans la solution EDTA
117



Des corrélations positives ont été trouvées entre Cd et Zn (r? = 0,85), ainsi qu’entre Cu et Zn
(r?=0,74) dans les aérosols de la région de Saint Louis (USA). Ces régressions suggérent que

ces ¢éléments proviennent d’une méme source de pollution (Kaminski et Landsberger, 2000).

La corrélation est négative entre ces deux éléments (r> = 0,9824) dans la solution EDTA
relative aux feuilles de Cupressus dans les différentes stations (Figure V-6). Ceci suggere
qu’il y a un effet cumulatif entre le Zn et le Cd impliquant une intensification de la pollution

par ces métaux chez cette espece.
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Figure V-7 : Corrélation entre les teneurs Cd et Zn dans la solution EDTA

de lavage de feuilles de pinus halepensis

L’augmentation de l'accumulation de Zn dans le vieux feuillage; la faible désintoxication du
Zn par le stockage dans les parois cellulaires; 1’accumulation préférentielle de Zn dans les
tissus inférieurs de la feuille a proximité des veines, souvent a l'intérieur des chloroplastes et
rarement a l'intérieur de la vacuole constituent les propriétés antioxydantes de Zn jouant un

role important dans la lutte contre la toxicité du Cd (Ginthardt-Goerg et VVollenweider, 2007).
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Figure V-8 : Correélation entre les teneurs Cd et Zn dans la solution EDTA pH 2 dans les

poussieres recueillies sur les feuilles du Cupressus
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V.2.2. Corrélation et interaction entre chrome et manganese
La faible teneur en Mn accentue les effets de I’excés en Cr en réduisant davantage la
biomasse réduite, la concentration en fer, les chlorophylles a et b, I’activité de la ribonucléase
et en augmentant davantage la peroxydase, tandis que 1’excés en Mn augmente I’activité de la

réaction de Hill et celle de la phosphatase acide (Sinha et al., 2006).

V.2.3. Corrélation et interaction entre cuivre et manganese

I1 a été trouvé que Cu interfére avec I’absorption de Mn et son métabolisme. L’augmentation
des teneurs en Cu induit une diminution du taux de Mn cellulaire ainsi qu’une réduction de la
croissance évidente chez le phytoplancton océanique. L’effet inverse est observé en cas
d’augmentation de la teneur en Mn (Prasad and Strzatka, 2002). Cu et Mn sont des métaux de
transition impliqués dans les réactions redox de la cellule. Puisque les métaux de transition
sont également des composants essentiels dans les centres de la réaction enzymatique, la
carence induit également des symptémes de stress (Ducic and Polle, 2005).

V.2.34. Corrélation et interaction entre manganése et magnésium
Le manganése est surtout absorbé par les végétaux sous la forme bivalente Mn?* qui entre
efficacement en compétition avec 1’ion Mg?* et réduit substantiellement son taux d’absorption

(Mukhopadhyay and Sharma, 1991).

Les effets de la phytotoxicité des métaux lourds se manifestent par une diminution de la
biomasse, des Chl a et b et une faible activité de la catalase dans les feuilles avec une
accumulation excessive de cobalt, de cuivre et de chrome dans les différentes parties de la
plante (Chatterjee and Chatterjee, 2000).

Chez les plantes supérieures, la biosynthése de la chlorophylle est inhibée par les métaux
lourds, qui affectent deux enzymes connues par étre trés sensibles aux métaux lourds (1I’acide
d—aminoleavulinique déhydratase et la protochlorophyllide reductase) qui jouent un réle

capital dans la synthese de la chlorophylle (Van Assche and Cligsters, 1990).

Selon les mémes auteurs, la réduction de la protochlorophyllide est 1’étape de la réaction qui
est inhibée par le Cd. L’inhibition des enzymes par les métaux lourds a lieu dans le cycle de
Calvin et concerne la Rubisco (Ribulose 1,5 biphosphate carboxylase/oxygenase) ; deux

mécanismes sont décrits dans cette interaction :
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- Interaction de Cd, Zn, Pb et Cu avec le SH, ce qui inhibe 1’activité de I’enzyme,

- Substitution métallique de Mg?* par Ni?*, Mn?* ou Co?".

Salt et al. (1995) et Zhu et al. (1999), rapportent que les métaux lourds et les métalloides tels
que Cd, Pb, Hg, As et Se constituent un probléme environnemental qui se répand et se
développe dans le monde entier. Les plantes peuvent, toutefois, étre utilisees pour atténuer les

effets de ces métaux par accumulation, stabilisation ou en les transformant biochimiquement.

Bayens confirmait déja depuis 1967 que le manganése seul a un effet stimulant de la

photosynthése et que sa carence se manifeste par 1’abaissement des taux de chlorophylle.

Les métaux agissent difféeremment sur les végétaux ; le cadmium, élément toxique dont
I’accumulation provoque une réduction du diamétre des vaisseaux, empéche la circulation
normale des flux et du transfert de 1’eau mais cette toxicité pourrait €tre atténuée par la
présence d’une concentration élevée en zinc. Il est reconnu également comme puissant

inhibiteur de la biosynthese de la chlorophylle (Stobart et al., 1985).

Contrairement au Cd, Zn et Mg sont des éléments essentiels au développement normal des

végétaux et leur présence dans la poussi¢re simultanément a 1/100 (Cd/Zn) atténuerait 1’effet

nocif du Cd.

Vue I’importance du manganése comme oligo-élément dans le développement et la croissance
des végétaux, 10 individus ont été classés sur le plan principal 3-4, par rapport a
I’accumulation du manganése. D’aprés Heller (1981), certaines substitutions sont possibles et
que certaines enzymes peuvent étre activées indifferemment par plusieurs oligo-éléments

parmi lesquels Mn, Co ou Zn.
Les arbres sont, d’apreés Dickinson and Lepp (1995), particuliérement résistants au stress

métallique. Et peuvent de ce fait étre utilisés dans 1’épuration de 1’air et 1’élimination des

particules polluantes.
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Chapitre VI

Reésultats des analyses par diffraction des

rayons X sur les particules
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Chapitre VI

Résultats des analyses par diffraction des rayons X sur les particules

Les aérosols, ou particules en suspension dans 1’air ou méme poussiéres, jouent différents roles
dans la chimie de D’atmosphére, qui les mettent au centre d’importantes préoccupations

environnementales, tels que les changements climatiques et les problémes de la qualité de I’air.

L’analyse qualitative des poussieres recueillies sur le systeme foliaire des essences a été effectuée
dans le but d’identifier les substances et ¢éléments responsables des changements et dégats
observés aussi bien a I’intérieur qu’a ’extérieur du végétal et ce, par diffraction des rayons X et

spectroscopie Raman.

Cet examen a présenté des difficultés d’identification des constituants dues parfois au mélange
complexe des nombreux composés réunis dans les poussiéres -et créant donc un chevauchement
entre les phases- et d’autres fois a I’absence de références relatives a 1’identification des particules

sédimentables sur les végétaux induites par les multiples industries.

V1.1. Détermination des phases par diffraction des rayons X
Les analyses ont présenté les difficultés d’identification des constituants dues souvent au mélange
complexe des nombreux composés réunis dans les poussieres. Toutefois, I’examen des
diagrammes de DRX nous a permis d’identifier plusieurs substances cristallines majeures :
carbonates, sulfates et silicates ainsi que quelques autres dérivés du ciment. Ces substances sont

associées a des ions métalliques ou non tels Ca?*, Na*, AI**, Mg?*...

L’examen des diagrammes de diffraction des rayons X des échantillons étudiés ont permis
I’identification de plusieurs composants minéraux majeurs. En effet, les échantillons soumis a la

diffraction ont pu mettre en évidence cing catégories de substances cristallines.

VI1.1.1. Analyse des poussieres deposées sur le feuillage des coniféres

La catégorie la plus prédominante étant celle des sulfates, présents dans la moitié des échantillons,
elle est représentée par les sulfates de Cu, de Ca et de (Mg, Mn). En suite les oxydes, rencontrés
dans les échantillons sous forme d’oxydes de Mn et de Si ; puis les sulfides au niveau de deux

échantillons et en fin, les silicates et les carbonates.
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En partant de I’hypothése que les échantillons sont constitués d’un mélanges de matériaux (non
purifiés), la DRX nous a permis d’identifier la nature de quelques formes cristallographiques. En
effet, la plupart des échantillons présentent des caractéristiques cristallographiques similaires :

abondance de quelques dérivés du ciment, de sulfates, d’oxydes et de carbonates.

VI1.1.1.1. Echantillon 1
Le nombre de phases le plus important dans un méme diagramme fut celui retrouvé dans les
poussieres prélevées sur les aiguilles de Pinus halepensis, dans le diffractogramme représente sur

la figure VI-1, de ’emplacement de la station S3 ou le trafic de route est accentué, associé aux

dépots sédimentés.
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Figure VI-1 : Diagramme de diffraction RX de I’échantillon 1 des poussieres

prélevées sur les aiguilles de Pinus halepensis en S3

Cet échantillon renferme quatre catégories d’especes chimiques indiquées plus haut. Les tableaux
suivants distinguent les six phases retrouvées simultanément dans cet échantillon et leurs distances
interréticulaires. Cela représente probablement 1’accumulation a long terme des polluants
véhiculés dans la région. La classe des sulfates est représentée par le sulfate de calcium dihydraté
ou gypse (CaSOs4 —2H>0), composé prédominant du ciment dont la fiche ASTM est 33-0311

(Tableau VI-1). L’écart maximum des distances interréticulaires est de 1,7 %.
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Tableau VI-1: Distances interréticulaires de 1’échantillon 1 et celles du sulfate de calcium
dihydraté ou gypse (CaSO4—2H-0) (33-0311) et leurs écarts.

Gypse (CaS04—2H20) (33-0311) (1980), Syst. Monoclinique
Oimes dastm hkl |Ad|
4,3006 4,283 021 0,0176
2,7767 2,789 112 0,01232
3,7900 3,799 130 0,009
2,0629 2,074 311 0,011

(L’échantillon 1 représente les dépdts sédimentés sur Pinus halepensis de la station S3).

Le second sulfate présent dans 1’échantillon 1 est le sulfate de manganese-magnésium hydraté ou
"chvaleticeite” (Mn, Mg) SOs—6H20, dont I’ensemble des raies de la fiche ASTM (42-0614)
semble en bon accord avec celles de I’échantillon (Tableau VI-2). L’écart maximal des distances
interréticulaires mesurées et celles de la fiche ASTM est de 4,3 L. Cette phase est une composante

majeure du clinker ou elle représente 3,5 % de sa matiére premiere.

Tableau VI-2 : Distances interréticulaires de 1’échantillon 1 et celles du sulfate de manganése
magnésium (Mn, Mg) SO4 — 6H.0 (42-0614) et leurs écarts.

(Mn, Mg) SO4+—6H.0 (42-0614) (1986), Syst. Monoclinique
Omes dastm hkl |Ad|
5,4690 5,45 112 0,019
4,9535 4,91 202 0,043
3,6857 3,69 020 0,004
3,4855 3,42 206 0,065

L’oxyde de manganése, selon la banque de données de I’International Center of Diffraction Data
(1997) est un constituant majeur du ciment. Entre 52 et 95 % de I’argile rouge et 50 a 53 % de

I’argile brune, entrant dans la constitution de la matiere premiere du ciment, sont des molécules de

silice (SiO»).

Deux oxydes ont ét¢ identifiés dans 1’échantillon 1, ce sont I’oxyde de manganése, variété
(y-MnOy) dont la fiche ASTM est 14-0644, représentée dans le tableau VI-3 ou le maximum
d’écart entre les distances est évalué a 4,9 % ; et I’oxyde de silicium (SiO) avec sa fiche ASTM

47-1300 dont les distances figurent dans le tableau VI-4 et 1’écart maximal est de 3,9 %.
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Tableau VI-3 : Distances interréticulaires de 1’échantillon 1 et celles de I’oxyde de manganése,
variété y-MnO- (14-0644) et leurs écarts.

v—MnO; (14-0644) (1962), Syst. Orthorhombique

Omes dastm hkl |Ad|
3,9109 3,96 120 0,049
2,3353 2,32 230 0,015
2,0629 2,05 002 0,012
1,3587 1,362 003 0,003
1,2033 1,211 081 0,007
1,1613 1,169 — 0,007
1,1089 1,104 272 0,004
1,0749 1,066 253 0,017

Le manganese est un élément trace essentiel activant de nombreuses enzymes impliquées dans les
processus de la photosynthése, de la respiration, de la synthése des protéines, des lipides et des
carbohydrates. L exces de concentration en Mn est stocké dans les vacuoles, les parois cellulaires
et les thyllacoides des chloroplastes. Les symptomes de toxicité attribués a I’absorption du Mn par
la plante sont mentionnés par de nombreux auteurs parmi lesquels, on peut citer Boojar et
Goodarzi (2008), les symptomes incluent des taches brunes sur le feuillage adulte, des chloroses et
nécroses internervaires, une déformation des jeunes feuilles et un aspect de brulures sur les pointes

des feuilles.

Tableau VI-4 : Distances interréticulaires de 1’échantillon 1 et celles de 1’oxyde de silicium

(Si0O2) (47-1300) et leurs écarts.

SiO2 (47-1300) (1990)
Omes dastm hkl |Ad|
2,5097 2,493 — 0,0167
1,8195 1,859 — 0,0395

Les études sur la séve du xyléme chez diverses espéces ont montré que le silicium (Si) pénétre
dans les parties aériennes des plantes sous forme d’acide monosilicique. Avec 1’age, il y a une
augmentation systématique des teneurs en Si total correspondant a un dépét de silice solide. La
teneur en silice varie beaucoup selon les diverses parties de la plante et méme entre feuilles. Avec
la perte d’eau par transpiration, 1’acide monosilicique se polymérise pour former de la silice solide
qui tend donc a se déposer en plus grandes quantités dans les parties qui perdent le plus d’eau

(Loué, 1993).
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variété Marcasite (02-1342) et leurs écarts.

Tableau VI-5: Distances interréticulaires de 1’échantillon 1 et celles du sulfide de fer (FeS»),

Marcasite (FeS) (02-1342), Syst. orthorhombique
Omes dastm hkl IAdI
2,0047 1,94 121 0,064
1,8095 1,75 211 0,0595
1,5665 1,58 031 0,013

Les sulfides sont représentés par deux variétés de la phase sulfide de fer ou FeS» : marcasite (02—
1342) dont les raies sont regroupées dans le tableau VI-5 et la pyrite ou I’ensemble des raies
coincident avec celles de la fiche ASTM (02-1370) affichées dans le tableau VI-6. Les écarts
maxima entre les distances mesurées et celles des fiches ASTM sont respectivement de 5,9 % et
1,9 %. Comme la silice, le fer est un composant chimique primaire de la matiére premiére du

ciment, sous forme de sulfides ou d’oxydes de fer a des concentrations pouvant aller jusqu’a 7 %.

Tableau VI-6 : Distances interréticulaires de I’échantillon 1 et celles du sulfide de fer (FeSy),

variété Pyrite (02-1370) et leurs écarts.

Pyrite (FeS,) (02-1370) (1933), Syst. cubique
Omes dastm hkl |Ad]
2,7165 2,70 200 0,016
1,2033 1,21 420 0,006
1,1303 1,15 — 0,019
0,9884 0,98 521 0,008

En dernier lieu, on rencontre dans 1’échantillon 1 du silicate de calcium aluminium hydraté (CaAl
(Si03)2—6H20, composé argileux prédominant, de la catégorie des silicates dont la fiche ASTM
est 15-0179 et les distances des raies sont affichées dans le tableau VI-7 et qui est un composé

argileux prédominant. L’écart des distances étant de 5,2 %.

Tableau VI-7 : Distances interréticulaires de 1’échantillon 1 et celles du silicate de calcium
aluminium hydraté (CaAlz (SiO3)s—6H20 (15-0179) et leurs écarts.

CaAl; (SiO3)4—6H20 (15-0179) (1961)

Ames dastm hkl |Ad|
4,6123 4,60 — 0,012
4,4441 4,48 — 0,035
3,7900 3,78 — 0,010
3,3513 3,32 — 0,029
1,7180 1,666 — 0,052
1,2033 1,218 — 0,014
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VI1.1.1.2. Echantillon 2

Trois autres échantillons contiennent la méme variété de CaSOs—2H20 et sont représentés sur
la figure VI-2 relative aux poussiéres prélevées sur Cupressus sempervirens de la station S3.
L’ensemble des raies de 1’échantillon étant représenté dans le tableau VII-8. Et les écarts des

distances mesurées et celles relatives a la fiche ASTM correspondante sont de 1’ordre de 4 %.

o 20 40 60 80 100 120
2 T heta

Figure VI-2 : Diagramme de diffraction RX de I’échantillon 2 de poussieres
prélevées sur Cupressus sempervirens en S3

L’échantillon 2 représente des poussieres collectées sur le feuillage de Cupressus sempervirens en
S3. Il contient principalement du Gypse ou CaSO4+—2H,0, dont les raies principales coincident
avec celles de la fiche ASTM (06-0046).

Tableau VI-8 : Distances interréticulaires de 1’échantillon 2 et celles du sulfate de calcium
dihydraté ou gypse (CaSO4s—2H-20) (06-0046) et leurs écarts.

Gypse (CaS04—2H>0) (06-0046), Syst. Monoclinique
Omes dastm hkl |Ad]
7,5200 7,56 020 0,040
4,2230 4,27 121 0,047
2,8940 2,867 002 0,027
2,4102 2,400 141 0,010
2,0829 2,080 123 0,002
1,8179 1,812 262 0,003

(L’échantillon 2 représente les particules déposées sur les aiguilles de Cupressus sempervirens S3)

VI1.1.1.3. Echantillon 3
L’échantillon 3 est relatif aux poussiéres collectvées sur les feuilles de Pinus halepensis en station

S2 (Figure VI-3). 1l contient une variété de (CaSO4+—2H20), correspondant a la fiche ASTM (33—
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0311) dont les raies sont assignées au tableau VI-9. L’écart maximal des distances

interréticulmaires de 1’échantillon et de la fiche ASTM est de 0,6 %.

10
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Figure VI-3 : Diagramme de diffraction RX de 1’échantillon 3 des poussiéeres

collectées sur les feuilles de Pinus halepensis en S2

L’oxyde de manganése contenu dans les autres échantillons est identifi¢ comme a—MnO> (Figures
VI-3 et VI-4), ses distances interréticulaires coincident avec celles de la fiche ASTM 44-0141 et
sont regroupées dans les tableaux VI-11 et VI-12 ou les écarts maxima des distances
interréticulmaires des échantillons et celles des fiches ASTM sont de 3,9% pour chacun. Le
traitement des résultats a mis en évidence de nombreux autres composés qui n’ont pas pu étre

identifiés.

Tableau VI-9 : Distances interréticulaires de 1’échantillon 3 et celles du sulfate de calcium
dihydraté ou gypse (CaSO4—2H-0) (33-0311) et leurs écarts.

Gypse (CaS04—2H>0) (33-0311), Syst. Monoclinique
Omes dastm hkl |Ad|
4,2893 4,283 021 0,006
3,7940 3,799 040 0,005
3,1332 3,172 111 0,038
3,0584 3,065 041 0,006
2,7788 2,789 112 0,010
2,7470 2,732 131 0,015

(L’échantillon 3 représente les particules déposées sur les feuilles de Pinus halepensis S2)
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VI1.1.1.4. Echantillon 4

L’échantillon 4 représente des poussieres prélevees sur les folioles de Pinus halepensis en station
témoin S1, dans lequel, plusieurs constituants ont pu étre identifiés tels que 1’oxyde de manganése
et le sulfate de calcium, analogues a ceux retrouvés dans les aérosols collectés au niveau des

stations polluées (Figure VI-4).
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Figure VI-4 : Diagramme de diffraction RX de I’échantillon 4 des poussieres

prélevées sur les folioles de Pinus halepensis en S1

Une autre variété de I’oxyde de manganeése a été identifiée dans 1’échantillon 4 correspondant aux
poussiéres déposées sur les feuilles de Pinus halepensis en S1 (Figure VI-4). Dans la banque de
données de I’International Center for Diffraction Data, cette variété de MnO> est classée dans la
fiche ASTM 42-1316 sous le nom de "minéral anonyme". Ses distances interréticulaires sont
consignees dans le tableau VI-13 et coincident parfaitement avec les trois raies principales aux
intensités 100, 75 et 50%. L’écart maximum des distances étant de 1,4 % (Tableau VI-10).

Tableau VI-10 : Distances interréticulaires de 1’échantillon 4 et celles du sulfate de calcium
dihydraté ou gypse (CaSO4—2H>0) (33-0311) et leurs écarts.

Gypse (CaS04—2H20) (33-0311), Syst. Monoclinique
Omes dast™m hkl |Ad|
7,5886 7,63 020 0,041
4,2670 4,283 021 0,016
2,8990 2,873 221 0,026
2,4000 2,406 241 0,006
2,3091 2,291 240 0,018
2,0829 2,086 242 0,003
1,8235 1,8118 062 0,011
1,5182 1,5209 422 0,002
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Tableau VI-11 : Distances interréticulaires de I’échantillon 3 et celles de 1’oxyde de manganése,

variété a—MnO> (44-0141) et leurs écarts.

a—MnO> (44-0141) Syst. Tétragonal
Omes dastm hkl |Ad|
49217 4,895 200 0,026
3,4528 3,462 220 0,009
2,3471 2,395 211 0,047
2,3279 2,307 330 0,020
2,1116 2,151 301 0,039
1,9018 19174 510 0,015
1,1183 1,1175 741 0,0008
1,0604 1,0757 602 0,015

Les mémes phases de gypse et d’oxydes de manganése ont été retrouvées par micro diffraction des
rayons X dans des échantillons de poussiéres et d’aérosols dans les travaux de Chianelli et al.,

(1998) a Mexico City ou la pollution atmosphérique est accentuée.

Intensite (UA)

o]
I

T T T T T T
o 20 40 60 80 100 120
2 theta

Figure VI-5 : Diagramme de diffraction RX de I’échantillon 5 des poussieres

prélevées sur les aiguilles de Cupressus sempervirens en S3

La phase FeSy, variété pyrite, vérifiée dans 1’échantillon 1 a été identifiée au niveau de la station
S2 dont les poussicres ont été extraites a I’HCI (Figure VI-6) ; le tableau VI-14 regroupe les
distances interréticulaires de cet échantillon avec celles de la pyrite. L’écart maximum entre les

distances de I’échantillon et de la fiche ASTM (02—1370) est de 3,6 %.
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Tableau VI-12 : Distances interréticulaires de I’échantillon 5 et celles de I’oxyde de manganése,
variété a—MnO> (44-0141) et leurs écarts.

a—MnO> (44-0141) Syst. Tétragonal
Omes dastm hkl |Ad|
6,8795 6,919 110 0,039
2,3771 2,395 211 0,0179
0,9987 0,9949 712 0,0038

L’échantillon 5 représente les particules déposees sur les feuilles de Cupressus sempervirens en
station S3.

Selon Sinha et al., (2009), I’excés en certains métaux lourds comme le cuivre, le zinc, ou le
manganese, interférant avec le métabolisme du fer peut induire des changements ressemblant a
une déficience en fer ; et il n’est pas encore bien établi si la plante fournit une réponse a cet exces
et/ou déficience en dehors de 1’évidence que I’exces en fer induit des dommages phytotoxiques,

des changements biochimiques, altérations de la constitution chimique...

Tableau VI-13 : Distances interréticulaires de I’échantillon 4 et celles de 1’oxyde de manganése,
MnO; (42-1316) et leurs écarts.

MnO; (42-1316) Syst. Orthorhombique
Omes dastm hkl |Ad|
4,2030 4,215 101 0,012
4,7638 4,766 200 0,002
2,3832 2,369 111 0,014

Un seul échantillon de poussiéres a montré clairement 1’existence d’une phase de sulfide de plomb
(Pb2SiS4) sur les aiguilles de Cupressus sempervirens en S2 (Figure VI-7) ses distances
interréticulaires coincident avec celles de la fiche ASTM 25-0457 et sont données dans le tableau
VI-15 ou I’écart maximum entre les distances de 1’échantillon et de la fiche ASTM (25-0457) est
de 2,1 %.
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Figure VI1-6 : Diagramme de diffraction RX de 1’échantillon 6 des poussiéres
prélevées sur les aiguilles de Pinus halepensis en S2 (HCI)

Le plomb peut se trouver sous plusieurs formes dans la poussiére. Les particules de plomb dans
I’atmosphére proviennent des émissions automobiles sous forme de sels de plomb (PbBrCl) et
d’ammonium (2PbBrCl NH4Cl) comme elles peuvent provenir des mines et des fonderies sous
forme de PbSOs; PbO.PbSO4 et PbS, alors qu’il existait naturellement dans 1’atmospheére sous
forme de PbCOs et de PbSO4 (EPA, 1986).

Tableau VI-14 : Distances interréticulaires de 1’échantillon 6 et celles de la pyrite FeS; (02-1933)

et leurs écarts.

FeS» (02-1370) Syst. Cubique
Omes dastm hkl |Ad|
3,1556 3,12 111 0,036
2,6636 2,70 200 0,036
2,1825 2,21 211 0,027
2,1313 2,11 — 0,021
1,8800 1,91 220 0,030
1,0299 1,04 511 0,010
1,0033 1,00 250 0,003
0,9202 0,92 433 0,0002
0,9009 0,90 600 0,0009

La multitude des espéces de plomb dans les sols contaminés par les activités industrielles,
principalement les fonderies, est due aux émissions atmosphériques a long terme et a la variété du
plomb contenu dans les phases émises simultanément dans 1’atmosphére puis déposées sur le sols

(Manceau et al., 1997) et sur les végétaux, surtout les surfaces foliaires.
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Figure VI-7 : Diagramme de diffraction RX de 1’échantillon 7 des poussiéres

prélevées sur les aiguilles de Cupressus sempervirens en S2

Il a été suggeré par Olson et al. (1975) cités par Harrison et al. (1981) que PbSOj4 cristallin peut
étre la forme prédominante de plomb sur les routes et les sols des bordures empoussiérées. Mais le
fait qu’il ne soit pas mis en évidence dans les autres échantillons, bien que ceux-Ci soient
réellement exposes a plusieurs formes de pollution, principalement au niveau des stations S2, S3
et S5, est probablement di a ses interactions organiques de grande importance (Harrison et al.,
1981). L’analyse par microspectrométrie Raman a permis d’identifier trois principales espéces de
plomb, identifiées au sein d’échantillons de poussieres analysés, telles que a-PbO, PbO.PbSO4 et
PbSOs4. En outre, a-Fe;O3; (hématite), NaxSOs (thénardite) et CaSO4.2H,O (gypse) sont
systématiquement observés dans tous les échantillons de poussieres ; et I’analyse élémentaire des
particules fixées sur la surface foliaire révele principalement la présence de Pb. Les analyses
Raman montrent que le plomb est majoritairement sous forme de sulfates (PbSO4) et que Fe est

sous forme d’oxydes (Fe203) (Dappe et al., 2015).

Tableau VI-15: Distances interréticulaires de 1’échantillon 7 et celles du sulfide de plomb
Pb2SiS4 (25-0457) et leurs écarts.

Pb,SiS4 (25-0457) Syst. Monoclinique
Omes dastm hkl |Ad|
4,4685 4,49 110 0,0215
1,7727 1,775 312 0,0023

En s’accumulant dans la plante, principalement dans les chloroplastes et les parois, le plomb agit

sur I’hydratation des cellules et la diminution des teneurs en chlorophylles a et b, comme il freine
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la phosphorylation de la photosynthése. Mais cette accumulation favorise 1’augmentation de la

teneur en sucres solubles (Khalef, 1994).

L’examen du diagramme de diffraction RX de I’échantillon relatif aux poussiéres prélevées sur les
feuilles du Cupressus sempervirens en S5 (Figure VI-8) a permis de constater la présence d’une
seule phase de carbonate de sodium hydraté (Na.CO3—10H20). Cette phase n’a €té mise en
évidence dans aucun autre diffractogramme, par contre, plusieurs spectres Raman ont confirmé sa
présence dans les particules de poussiéres.

En plus des trois principales raies d’intensité 100 %, 75 % et 50 % ; 1’échantillon 8 a montré que
ses nombreuses distances interréticulaires sont en bon accord avec celles de la fiche ASTM 15—
0800 du Na,CO3-10H,0 (Tableau VI-16). L’écart des distances ne dépassant pas 3,6 %.
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Figure VI-8 : Diagramme de diffraction RX de I’échantillon 8 des poussieres

prélevées sur les feuilles de Cupressus sempervirens en S5

Le plomb est un metal lourd trés redoutable pour la cellule vivante. On peut le retrouver dans le
ciment et les rejets de cimenteries sans qu’il soit un constituant du ciment ni du klinker. Il est
rajouté comme additif avec d’autres métaux, depuis des décennies dans le ciment, car les
cimentiers constatent une amélioration de I’hydratation du ciment lors de sa manipulation en y
ajoutant des métaux lourds. Asavapisit et al., (1997) ont comparé 1’effet de I’addition de 10 %

d’hydroxydes de Pb, Zn et Cd pour I’amélioration de I’hydratation du ciment Portland et ont
confirmé leurs résultats par de nombreux essais.
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Les associations chimiques sont supposees étre semblables ou similaires entre les échantillons
rassemblés dans un méme site de prélévement, ce qui n’est pas vérifié dans ce travail et ce qui
peut étre dii aux caractéristiques du végétal. Mais Etonnamment, les travaux de Dappe et al.,
(2015) montrent que les taux d’accumulation en métaux sont identiques dans les feuilles traitées et
non traitées par des métaux. La concentration en cires épicuticulaires n’aurait apparemment pas

d’influence sur la fixation et I’accumulation des métaux dans des végétaux exposes.

L’analyse ¢lémentaire performée, utilisant la spectroscopie Raman et la diffraction des rayons X, a

mis en évidence plusieurs des constituants et derivés du ciment et du clinker dans les poussiéres.

Tableau VI-16 : Distances interréticulaires de 1’échantillon 8 et celles du carbonate de sodium
Na,CO3-10H.0 (15-0800) et leurs écarts.

Natron (Na,CO3-10H,0) (15-0800) Syst. Monoclinique
Omes dast™ hkl |Ad|
4,4661 4,50 020 0,0339
4,2262 4,19 120 0,0362
3,8495 3,826 311 0,0235
3,3513 3,366 202 0,0147
3,1453 3,143 204 0,0023
3,0362 3,036 322 0,002
2,9289 2,916 320 0,0129
2,8346 2,835 004 0,0004
2,7165 2,710 132 0,0065
2,4882 2,477 132 0,0112
2,2729 2,278 514 0,0051
2,2364 2,225 510 0,0114
2,0966 2,086 206 0,0106
1,9744 1,971 224 0,0034
1,9072 1,913 622 0,0058

Les résultats de ces analyses ont prouvé que la vaste surface de la zone d’étude est le récepteur
final d’une importante partie des €léments polluants découlant des établissements industriels,
surtout I’industrie du ciment par leur remarquable dispersion, par exemple des particules

renfermant du gypse ont été récupérées au niveau de la station témoin (S1).
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On constate, de ce fait, la présence de gypse ou sulfate de calcium dihydraté (CaSOa, 2H20) dans

la poussiere recueillie sur le feuillage de Pinus halepensis de S3 (Figure VI-1), de Cupressus
sempervirens en S3 (Figure VI-2), par exemple.
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Figure VI-9 : Diagramme de diffraction RX de I’échantillon des poussieres

collectées sur les verticilles de Cupressus sempervirens en S1

Les procédures physiques d’identification qualitative ont fourni des évidences concernant les

formes d’association chimiques des minéraux présents dans les poussieres et indirectement, une

idée sur leur mobilité et biodisponibilité pour les végétaux.

La DRX, efficace pour I’identification des sulfates, et probablement moins sensible aux

interférences potentielles et a la taille des particules, parait moins adaptée pour la détection des
différents carbonates, contrairement & la spectroscopie Raman.
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Chapitre VII
Résultats et discussion des analyses biochimiques

VI1.1. Contribution des variations morphologiques au dépérissement forestier

De toutes les parties de la plantes, la feuille est la partie la plus sensible aux polluants de 1’air
et aux multiples facteurs externes. Les plantes offrent donc une énorme surface foliaire
servant a absorber, accumuler et adsorber les polluants pour en réduire dans 1’atmosphére

(Chauhan et Joshi, 2010).

Dans les stations S2 et S3, les poussiéres de la cimenterie et des bords de routes ainsi que les
hydrocarbures d’échappement des véhicules principalement en S5, se déposent et adhérent
fortement aux surfaces foliaires, ce qui les rend trés difficiles a éliminer au cours de
I’utilisation des feuilles dans I’expérimentation. Ces dépdts ont un effet sur la photosynthese
et sur la respiration en colmatant les stomates (Laitat, 1990), chez toutes les especes étudiées.
Nithamathi (2005) rapporte que, lorsque les plantes sont exposées a la pollution
environnementale au-dessus de la plage physiologiquement acceptable, la photosynthése est

inactivée.

Les effets de la pollution relient la réponse physiologique des plantes a I'accélération du
processus de sénescence. Une des manifestations évidentes de la sénescence des plantes est la
disparition graduelle de la chlorophylle, associée au jaunissement des feuilles qui pouvant étre

lié a une baisse conséquente de la capacité de photosynthése (Mandal and Mukherji, 2000).

La figure VII-1 montre clairement une différence de couleur des rameaux avec des taches
brunes sous forme de chloroses, trés visibles aprés plusieurs lavages consécutifs aux acides
des feuilles et élimination des poussieres, sur différentes parties du limbe des aiguilles

relatives au rameau provenant de la station S2.

Les aiguilles provenant des arbres de ces mémes stations se détachent facilement de leurs
pétioles, contrairement a celles provenant des stations S1 et S4 ou la résistance a
I’arrachement est plus importante, on distingue bien que les rameaux ne sont plus aussi
fournis qu’en S1 (Figure VII-1 a et b). Les changements dans les caractéristiques

morphologiques, pigments photosynthétiques et le rendement de plants de blé et de la
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moutarde correspondent directement aux niveaux de pollution de l'air sur différents sites
(Chauhan and Joshi, 2010).

Des niveaux excessifs d'ions métalliques dans les plantes peuvent provoquer diverses
réactions au stress et/ou des événements paralléles ou consécutifs se manifestant
extérieurement par des symptomes visibles tels que l'inhibition de la croissance, les
dommages au niveau des racines ou des chloroses (Pavlikova et al., 2008).

a. verticils de Cupressus collectés en S2 b. verticils de Cupressus sempervirens collectés en
S2 (haut) et S1 (bas)
~ - - ‘

c. Aiguilles de Pinus collectées en S1 (gauche) et d. verticils de Cupressus collectés en S3 (haut) et en
S2 (droite) S1 (bas)

Chloroses

e. Région apicale de branches de cyprés collectés en f. Chloroses sur aiguilles de Pinus halepensis
S1 (gauche) et S2 (droite) collectées en S2

Figure VI11-1: Aiguilles de Pinus halepensis et verticilles de Cupressus sempervirens L.
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Les effets a retardement des polluants atmosphériques sur les écosystemes forestiers peuvent
persister plusieurs décennies, de sorte que, méme si les émissions étaient rapidement
controlées, les foréts ne réagiraient pas pleinement a la purification de 1’atmosphére dans

I’immeédiat. C’est pourquoi le dépérissement réel a des chances d’étre plus grave (Nilsson and

Sallnas, 1999).

Le Cyprés qui semble indifférent a la pollution par son aspect toujours vert, présente des
dégats morphologiques tres visibles, suite a une exposition a un environnement de pollution
permanent. Cette contamination du cypres est révélée par un changement apparent de la
couleur du feuillage et une croissance médiocre d’une année a 1’autre; alors que ce Genre est

caractérisé par une croissance rapide dans les conditions normales (Figure VI1I-2).

La chlorose et la paleur des parties vertes de la plante, sont la réponse caractéristique de la
pollution aux particules. Dans la chlorose, la couleur vert normal disparait et les feuilles de la
plante deviennent vert péle, jaune ou méme blanc. La nécrose désigne la mort des tissus ou
des cellules isolées ou de la plante entiere. Les contraintes de pollution plus douces, qui
induisent en premier lieu une chlorose, peuvent finalement tuer la cellule ou la plante (Prusty
et al., 2005).

Les symptdémes visibles dans le feuillage de I'arbre peuvent donc étre utilisés pour le
diagnostic du stress une fois validé avec des analyses microscopiques. La différenciation des
changements dans la physiologie des feuilles ou des aiguilles, le vieillissement, la sénescence,
la sénescence cellulaire accélérée, la mort cellulaire et le stress oxydatif, fournissent des
indices supplémentaires sur l'efficacité du diagnostic, surtout en conjuguant avec des
informations sur la cible de I'agent de stress de I'arbre, feuilles et aiguilles, tissus, cellules et
ultrastructure (Glnthardt-Goerg and Vollenweider, 2007).

Les métaux lourds comme le cuivre et le zinc sont des constituants de nombreuses enzymes et
protéines. Des concentrations élevées de métaux essentiels et non essentiels peuvent aboutir a
I'inhibition de la croissance et les symptémes de la toxicité chez la plupart des plantes (Hall,
2002 ; Ducic and Polle, 2005).

On note des taches brunes, sous forme de chloroses, sur les différentes parties du limbe

remarquées uniquement apres lavages consécutifs des feuilles et élimination des poussiéres.
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Figure VII1-2 : Verticilles de Cypres en provenance de la station S1 (a) et S2 (b).

En Algérie, le dépérissement spectaculaire des coniferes, dans la région de Constantine, donne
lieu a plusieurs hypothéses : la pollution particulaire par les dépbts de poussieres de la
cimenterie de Hamma Bouziane, la nature des éléments constitutifs des poussiéres (surtout les
métaux), la pollution atmosphérique générée par le trafic et le parc automobile, associés a

I’altération des surfaces foliaires, le défrichement et la détérioration du couvert végétal.

Le phénoméne de dépérissement des cédraies a été signalé dans de nombreuses foréts
algériennes, en particulier celle de Belezma, Chréa et Theniet EI Had. Par exemple, la forét de
Théniet El Had s’est avérée étre un cas complexe, ou le dépérissement touche jusqu’a 20%
des arbres. Les premiéres sénescences ont été signalées il y a environ 30 ans, mais les
dépérissements semblent avoir pris une ampleur dramatique a partir de 1985 (Hacene et al.,
1995). La persistance de cette situation de dégradation provoque des pertes économiques
considérables tant au niveau de la productivité des cultures que sur le plan de la

commercialisation des produits.

VI11.2. Résultats des analyses biochimiques
Nous avons opté pour la méme échelle dans la représentation graphique du méme Genre, afin

d’évaluer les variations dans les teneurs et d’estimer la différence dans les réponses des
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espéces. L’ordre alphabétique (a, b, c, d et e) désigne la croissance des valeurs. Une méme
lettre correspond a des moyennes non significatives différentes.

La capacité de défense biochimique est un indicateur de la résistance potentielle au stress chez

les arbres (Polle and Rennenberg, 1994 cités par Tegischer et al., 2002).

Généralement, le métabolisme de stress chez les plantes est étudié au cours d’expeériences
axeées sur les effets a court terme des agents de stress, donc sous forme de stress aigu et dans
des conditions de laboratoire. Cependant, cette forme de stress, ne reflete pas réellement les
conditions environnementales et naturelles du milieu ou, au contraire, les végétaux croissent
et se développent dans des conditions de stress chroniques. Raison pour laquelle notre étude
s'est concentrée sur un diagnostic des modifications impliquées dans leur métabolisme suite a
un stress chronique induit par des polluants contenus dans la matiere particulaire sédimentée
sur le systeme foliaire, en milieu naturel. Les variations dans les caractéristiques biochimiques
des pigments chlorophylliens des especes végeétales sélectionnées, exposées aux polluants de
poussiere de ciment sont données dans les figures VIII-3, 4, 5, 6 et 7. Les résultats obtenus

sont comparés interspécifiquement et entre les deux campagnes de prélévement.

VI11.2.1. Teneurs en chlorophylles (Chl)
Le changement des teneurs en chlorophylles est un indicateur de stress (Naumann et al.,
2008). Les concentrations foliaires de pigments, notamment la chlorophylle et les
caroténoides, sont touchées par une variété de facteurs de stress (Carter, 1994). La diminution
de la teneur en chlorophylles des feuilles peut servir d'indicateurs relatifs de la vigueur de la
plante et la qualité de l'environnement (Carter and Spiering, 2002). Dans la végétation
stressée, la teneur en chlorophylle foliaire diminue, changeant ainsi la proportion de pigments

absorbant la lumiere et affectant I'absorption globale (Zarco-Tejada et al., 2000).

Les teneurs élevées en ions métalliques chez les plantes peuvent causer différentes réponses
aux stress. Parmi les nombreux polluants modernes qui interférent avec le métabolisme des
plantes a différents stades, les métaux lourds sont les polluants non biodégradables les plus

courants dans la littérature de par le monde (Mallick and Rai, 2001).

Les teneurs en chlorophylles des deux espéces considérées dans ce travail présentent de

grandes variations d’un site de prélévement a I’autre.
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Les figures de ce chapitre affichent les teneurs en chlorophylles a, b, a+b et a/b des especes
considérées. Tous les résultats montrent que la station témoin (S1) révele les teneurs les plus
élevées, alors que la station S2, a proximité de la cimenterie, exprime les teneurs les plus

faibles pour les espéces de coniféres.

Quand les plantes montrent des variations dans leur caractéristiques physiologiques, ceci
explique qu’il y a une baisse dans les concentrations des pigments chlorophylliens a cause de
la grande pollution industrielle dans 1’environnement, et les pigments photosynthétiques sont

généralement les plus endommagés par la pollution de I’air (Giri et al., 2013).

Les difféerents groupes isolés par le test Student Newmen Keuils, confirment les résultats
avancés sur les figures ou on note que les plus grandes valeurs ont été observées en station
témoin (S1), au niveau de laquelle il y a une grande accumulation de la Chl totale.
Contrairement a la station S2, ou les plus faibles valeurs sont enregistrees.

Pour ces résineux, les teneurs en Chl totale au niveau de la station témoin (S1) sont de
25,64+0,18 mg/g MF (cv = 0,70 %) chez Cupressus sempervirens ; et 68,03 + 0,30 mg/g MF
(cv=0,44 %) chez Pinus halepensis.

Aux niveaux des stations S2 et S3, les résultats de mesures des teneurs en Chl totale montrent
qu’elles chutent considérablement. On note de ce fait 542 + 0,46 mg/g MF chez C.
semperverens, ce qui représente le 1/5°™ de la teneur en S1 donc 21,13 %. Ce qui est
également valable pour Pinus halepensis (6,23 + 0,06), représentant environ le 1/10°™ de sa

teneur en S1, donc 59,17 % de réduction.

Les particules telles que les poussieres de ciment, provoquent une nuisance a la respiration
normale de la feuille ; une perturbation des mecanismes de la photosynthése a I'intérieur de la
feuille ; des chloroses et la mort des tissus foliaires par la combinaison d'une crodte épaisse et
de la toxicité alcaline produite par temps humide. Les éléments émis se fixent sur les sites
chargés extracellulaires (pariétaux et membranaires, généralement des groupes carboxyliques)
(Ramade, 2005).

L'exposition des feuilles aux polluants provoque une réduction de la concentration de leurs

pigments photosynthétiques, a savoir la chlorophylle et les caroténoides, ce qui affecte la
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productivité des plantes, la germination des graines, la longueur des pédicules et le nombre de
fleurs inflorescentes (Nithamathi et al., 2005).

Pour NaSO4 et NaCl, le comportement différentiel peut étre attribué aux anions sulfates ou
chlorure et il est évident a partir des observations que I'ion sulfate exerce des effets plus nocifs
que les ions chlorure sur des parameétres physiologiques et biochimiques (Desai et al., 2012).

VI11.2.1.1. Teneurs en chlorophylles chez Cupressus sempervirens L.
La réduction observée dans les résultats de ce travail varie d’environ 78 % en S2 pour
Cupressus sempervirens (figure VII-3 et VII-4). La teneur en chlorophylle diminue avec
l'augmentation des dép6ts de poussiére. Il y a cependant une corrélation négative entre les
dépbts de poussiere et les teneurs en chlorophylles. L'interception de la poussiére et son
accumulation dans différentes especes de plantes dépend non seulement des sources et
quantité de polluants dans I'environnement, mais également des caracteres morphologiques
des plantes comme la taille des feuilles, la texture, la longueur du pétiole et les conditions

météorologiques et direction du vent (Prajapati and Tripathi, 2008).

Le cyprés est un arbre dont les feuilles possédent un pétiole court et des verticilles rugueux, ce
qui favorise les dépbts de poussieres sur le systeme foliaire. Selon Prusty et al., (2005), un
pétiole court réduit les mouvements des feuilles pendant les vents tout comme un arbre court.

Et I’accumulation des poussieres a un effet sur la dynamique de tous les pigments foliaires.

Il est bien établi par les travaux de plusieurs auteurs, dont Prusty et al., (2005), que le contenu
en pigments chlorophylliens et caroténoides présentent des variations dépendant des dép6ts de
poussieres. La réduction du contenu chlorophyllien dans les feuilles exposées peut étre
attribué¢ aux conditions d’alcalinité¢ développée par la solubilisation des molécules chimiques
contenues dans les particules de poussiere, dans la cellule, et qui sont responsables de la

dégradation de la chlorophylle et des enzymes impliquées dans sa biosynthése.

Nous pouvons dire qu’au niveau des stations S2, S3 et S5, la réduction de la teneur en
chlorophylle totale est due a une exposition a une source de pollution accrue suite a
I’exposition a différents polluants. Ces teneurs diminuent légérement en S4 chez Cupressus

sempervirens atteignant 26,39 + 0,11 mg/g MF et 51,45 + 0,68 chez Pinus halepensis.
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Figure V11-3 : Teneurs en chlorophylles chez Cupressus sempervirens (1 série).

La teneur en chlorophylle décline significativement en réponse aux polluants de I’air pour les
végétaux exposés. Les changements des concentrations en chlorophylle chez les végétaux
reflétent les niveaux de pollution de 1’air ambiant auquel ils sont exposés. Les polluants de
I’air contribuent a la réduction de la synthése des chlorophylles en parallele a une
augmentation de sa dégradation, constituant ainsi un indicateur de la pollution de I’air
(Chauhan et Joshi, 2010).

L'appareil photosynthétique, surtout le photosysteme Il (PSIl), peut temporairement étre
affecté par les stress environnementaux avant que des dommages morphologiques

irréversibles ne soient observés (Naumann et al., 2008).

La végeétation soumise au stress peut subir diverses perturbations physiologiques dans les
réactions de la lumiére au cours de la photosynthése, y compris l'interruption du transfert des
électrons, la production de dérivés nocifs de I'oxygéene, le photo-blanchiment, la
réorganisation des pigments et les dommages structuraux aux chlorophylles (Zarco-Tejada et
al., 2002).

Dans la station témoin (S1), les teneurs en chl b présentent une variation substantielle entre
ces deux especes : 11,59 + 0,27 mg/g MF pour Cupressus sempervirens et 19,70 + 0,69 mg/g
MF pour Pinus halepensis. Par contre, au niveau des stations S2 et S5, les teneurs en chl b ne

different que lIégérement aussi bien chez le genre Cupressus que chez les genres Pinus.

Par conséquent, C. sempervirens pourrait étre considéré comme une espéce plus résistante a la

pollution que Pinus halepensis.
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Figure VI1-4: Teneurs en chlorophylles chez Cupressus sempervirens (2°™ série).

L’analyse de la variance pour le paramétre chlorophylle totale chez le genre Cupressus a
révélé des différences trés hautement significatives aussi bien pour la 1% série que pour la
seconde, quelle que soit la station considérée pour o = 0,001 et P < 0,0001, témoignant d’une
variabilité inter-station puisque le test F (5937,689 pour la 1% série et 3614,472 pour la
seconde) est dans la partie 99,9 % supérieure de la distribution de Fisher ; ’hypothése

d’égalité¢ des moyennes des stations est rejetée.

Le test SNK pour la 1% série dégage 4 grands groupes ol les stations S3 et S5 sont affectées
au groupe b, enregistrant les valeurs intermédiaires des teneurs en Chl totale, suivies des
stations S4 et S1 ou on enregistre les plus fortes moyennes et affectées respectivement aux

groupes c et d, en fin la station S2 qui affiche la plus faible valeur en étant affectée au groupe
a (Figure VI1I1-3).
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Figure VII-5 : Variation des teneurs en Chlorophylles.
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Tandis que pour la seconde série, le test SNK revele le dégagement de 5 groupes distincts
indiquant I’existence de différences inter-stations avec un maximum relevé au niveau de la
station S1 en étant attribué au groupe e et un minimum enregistré au niveau de S3, affecté au

groupe a au seuil a = 0,001.

VI11.2.1.2. Teneurs en chlorophylles chez Pinus halepensis Mill.

Les estimations de la teneur en Chl pour Pinus halepensis au cours de la 1% série témoignent
d’une grande diversité inter-stations et d’une variabilité intraspécifique importante. La teneur
en Chl totale présente des variations quand 1’espéce est soumise a une forme de pollution et
varie de 90,84 % pour Pinus halepensis (Figure VI11-6 et VIII-7). En effet, on observe une
forte concentration au niveau de la station témoin (68,03 + 0,30) ; valeur sensiblement proche

de celle enregistrée en S4 avec 51,45 £ 0,68.

A Topposé, on remarque que le comportement du pin vis-a-vis de la pollution semble trés
différent avec les fluctuations du milieu considéré et c’est en S2 qu’on note une baisse trés
importante de la teneur en Chl avec la plus faible teneur (6,23 + 0,06 mg/g MF) et ou le taux
de baisse est estimé a 90,84 %. Entre ces deux limites se trouvent les valeurs, considérées
comme assez faibles, observées en S3 et S5 ou le taux de baisse va de 13,08 & 13,58 % ; se
traduisant par des valeurs assez proches de ’ordre de 8,90 £ 0,02 mg/g MF et 9,24 + 0,07

(Figure V111-6) dans les échantillons de feuilles provenant de ces sites pollués.

Les teneurs en Chl a restent relativement supérieures a celles en Chl b au niveau des stations
considérées polluées (S2, S3 et S5). De plus le rapport a/b est toujours légérement supérieur a
0 ; ceci se traduit par la faible adaptation de la plante au stress en dépit de la teneur en Chl
totale (Paakkonen et al., 1999). La teneur en chlorophylle a+b est un indicateur potentiel de
stress de la végétation en raison de son role direct dans les processus photosynthétiques de
I’absorption de la lumiere et l'initiation du transport d’électrons et sa réactivité aux stress

(Zarco-Tejada et al., 2002).

L’anova révéle une différence inter-stations hautement significative pour le parametre Chl
totale chez le Pin d’Alep (F = 29580,735), en réponse au stress induit par les rejets
particulaires. Par ailleurs, le test SNK confirme les résultats avancés sur I’histogramme de la
Figure V-7 en isolant 4 groupes distincts & a = 0,001, ou on remarque que la teneur en Chl

enregistrée en S1 est classée au dernier groupe d en affichant le taux le plus important. Puis,
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on note au groupe c la valeur enregistrée en S4. 1l reste remarquable que le groupe b regroupe
les teneurs enregistrées en S3 et S5 et qui ne révelent aucune signification, P < 0,0001). Par

contre, une valeur minimale est enregistrée en S2 et affectée au premier groupe a.
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Figure VI1-6 : teneurs en chlorophylles chez Pinus halepensis (1 série).

Pour ce qui est de la 2°™ série, le Pin affiche un comportement analogue & celui remarqué
dans la 1% série pour ce paramétre en accusant la teneur la plus élevée (12,27 + 0,03 mg/g
MF) en S1, des valeurs intermédiaires en S4 et S5, respectivement 10,63 + 0,04 et
8,94+0,05 mg/g MF puis en S3 ou la valeur est de 1’ordre de 4,73£0,09 et un minimum
d’accumulation en S2 avec 4,63 £ 0,01 (Figure VII-7). Pour ce paramétre, 1’analyse de la

variance a révélé des différences tres hautement significatives avec F = 2207,233.

Ces résultats sont appuyés par le test SNK au seuil o = 0,001 ou la séparation des groupes
homogeénes a dégagé uniquement 4 groupes, révélant I’existence de différences significatives
dans le comportement du pin vis a vis du facteur station en réponse aux contraintes du milieu ;
avec un maximum relevé au niveau de S1, affectée au dernier groupe d et un minimum
d’accumulation enregistré en S2 et S3 rassemblées et affectée au méme premier groupe a. Les
stations S4 et S5 forment les groupes intermediaires b et ¢ ou 1’accumulation est modérée
avec des moyennes générales de ’ordre de 10,63 et 8,94 respectivement et un taux
d’accumulation médiocre affecté au groupe a avec une moyenne de 4,65 de la station S2 et
4,73 en S3 (Figure VII-7).

Les spécimens de pin utilisés au cours des prélévements montrant les plus faibles teneurs en
Chl enregistrées en S2, S3 et S5, présentent des chloroses et des nécroses remarquables,

particulierement sur les extrémités des aiguilles.

148



80 +

0OS1 @S2 @S3 IS4 ®|S5
60 -

Mg/g MF

(n=30;p:0,001)
40

Chla Chlb Chl a+b Chl a/b

Figure VI1-7 : Teneurs en chlorophylles chez Pinus halepensis (2°™ série).

De plus, ces résultats révelent une différence significative entre les stations a avoir une
meilleure assimilation chlorophyllienne et une élaboration de la matiére organique. Ces
observations concordent avec celles de Wulff et al. (1996) qui ont soumis une espéce de Pin
(Pinus sylvestris) a des doses chroniques d’ozone dans le but d’estimer les degrés de nécroses

et de chloroses observées sur les aiguilles.

Ceci mene a déduire que la station S2 est la plus soumise a la pollution par les dépdts de
poussieres. Il faudrait un fort pluviolessivage pour éliminer ces dépbts et favoriser une
régénération de la biosynthése des chlorophylles, pour assurer le dégagement d’une plus

grande surface foliaire et une meilleure assimilation chlorophyllienne.

Les symptbémes initiaux des stress environnementaux se manifestent souvent par des
réductions du taux de photosynthése. Par conséquent, évaluer l'intégrité de I'appareil
photosynthétique conduisant le processus photosynthétique fournit un systeme de diagnostic
rapide et non destructif de la détection et la quantification de la tolérance des plantes aux

stress environnementaux (Percival et Fraser, 2001).

Ce taux est jugé important si on considére le réle qu’ils pourraient jouer dans la dépollution et
la purification de ’air dans la région étudiée, il peut é¢galement renseigner sur I’ampleur de
I’impact des dépots de poussicres sur la synthése des Chlorophylles et par conséquent sur la
photosynthése.

A la lumiere de ces résultats, la Chlorophylle serait un bon indicateur de 1’effet de la pollution
atmosphérique. Et D’effet de la pollution particulaire sur I’accumulation de la Chl totale

provoque une diminution dans le taux de sa biosynthése qui va souvent de paire avec la
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diminution de la synthése de la proline : ces deux phénoménes n’assurent pas une bonne
régulation de 1’assimilation chlorophyllienne ni de I’¢laboration de la mati¢re organique donc

la croissance des espéces, entrainant des pertes de rendement des essences.

Les faibles teneurs en chlorophylles observées au niveau des stations affectées par ce type de
pollution impliquent que la réduction des concentrations de ce métabolite est importante. En
d’autres termes, les quantités de poussieres rejetées par la cimenterie et véhiculées sur de
larges distances provoquent une forte perturbation de la synthése de la chlorophylle et se

traduisent par un ralentissement métabolique des différents processus biologiques.

L’Anova montre que le facteur Station explique a 100 % la variation de la teneur en Chl
totale. Cela signifie que si chaque observation est prédite a partir de la moyenne de sa station,
la somme des carrés des erreurs est de 100 % inférieure a celle obtenue en prédisant chaque
observation a partir seulement de la moyenne des 5 stations (qui est de 20), ce qui explique

que la différence est trés hautement significative.

La réponse sélective des feuilles aux poussiéres peut étre utilisée pour la surveillance de la
pollution atmosphérique (Prusty et al., 2005). La quasi-totalité des résultats montre que la
station S1 révele les teneurs les plus élevées, alors que la station S2 réveéle les teneurs les plus
faibles, ce qui pourrait s’expliquer par une dégradation des chlorophylles par dégénérescence
des chloroplastes, ou sa transformation en phéophytine (Giri et al., 2013), fait remarqué a
I’aspect endurci et la décoloration de la feuille. Il est a noter que la teneur en Chl a constitue
dans la plupart des cas le double de celle en Chl b. Ceci pourrait s’expliquer par la résistance
des espéces qui fournissent alors un effort supplémentaire pour survivre a la pollution tout en
gardant des teneurs minima de 1’assimilation photosynthétique et/ou en puisant dans leurs

réserves.

Chez les plantes supérieures, la biosynthése de la chlorophylle est inhibée par les métaux
lourds. Ceux-ci affectent deux enzymes connues par étre trés sensibles aux métaux lourds
(’acide 6—aminolaevulinique dehydratase et la protochlorophyllide reductase) qui jouent un
role capital dans la synthese de la chlorophylle (Van Assche and Cligsters, 1990). D’aprés
Zayed et al., (1991), les coniféres sont souvent considérés étre les meilleurs bio-indicateurs
temporaires d’une contamination de I’environnement, car leur qualité de bois réduit le

transfert latéral des polluants a travers les anneaux.
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VI11.2.2.1. Teneurs en Proline Cupressus sempervirens L.

La couche de cire épicuticulaire est une caractéristique qui permet aux coniferes de survivre
VI11.2.2. Teneurs en Proline (Prl)

I'écorce du pin est trés poreuse et I'absence de processus métaboliques la rend presque inerte
Les effets de la pollution sont liés a la réponse physiologique des plantes par accélération de
leur sénescence, ainsi, la premiere manifestation de ce phénomeéne est la disparition graduelle
La Proline, considérée comme un osmorégulateur majeur chez les plantes soumises a diverses

capacité photosynthétique. Cette réponse de la plante peut étre utilisée dans la biosurveillance
contraintes, est un osmolyte compatible trés recherché, qui aide les plantes a contrer et a se

des chlorophylles associée au jaunissement des feuilles, lié a un déclin conséquent de la
(Prusty et al., 2005).

aux conditions défavorables, a savoir la sécheresse temporaire, la pollution atmosphérique, le
vent, les hautes températures et les fortes radiations (Kinnunen et al., 1999). La surface de
pour les substances organiques et inorganiques (Schulz et al., 1999). Ce qui laisse supposer
que cette particularité physiomorphologique est responsable de leur résistance apparente a la

remettre du stress salin (Kumar et al., 2010, cités par Desai, 2012).

pollution du milieu, comparés aux autres essences.
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Figure VI1-8 : Teneurs en proline (1% série).
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Au niveau des autres stations, S2 et S3, ont été relevées des teneurs modérées variant entre
0,36+0,06 mg/g MF pour S2 et 0,21 + 0,03 pour S3. La plus faible teneur fut celle observée
en S4 pour la premiere série (0,12 £ 0,01 mg/g MF). Bien que cette station soit, elle aussi,
soumise a la pollution engendrée par les gaz d’échappement, cette faible teneur en proline
pourrait s’expliquer par la dispersion assez forte des polluants, particulierement les

poussiéres, par les vents a cette altitude.

Une variabilité interspécifique a été observée vis a vis du facteur accumulation de la proline
pour la station S5. En effet, le test de séparation des groupes homogenes par SNK au seuil a =
0,001 révele la distinction de 4 groupes différents, révélant ainsi I’existence de différences
inter-stations avec un maximum enregistré au niveau de S1 affichant une moyenne générale
de 1,46, attribuable au dernier groupe d. Par opposition aux deux minima calculés en S4 et S5
enregistrant les plus faibles valeurs de 1’ordre de 0,28 et 0,31 et affectés au premier groupe a.
Les valeurs de proline en S3 et S2 constituent les groupes intermédiaires b et ¢ avec 0,45 et
0,77.

VI11.2.2.2. Pinus halepensis Mill.
Pour la campagne 2000, les teneurs en proline mesurées en S5 sont les plus importantes avec
(0,70 + 0,03 mg/g MF), valeur assez proche de celle observée en S1 (0,64 + 0,005 mg/g MF),
a I’opposé de S4 ou on a pu relever la teneur la plus faible (0,26 + 0,02 mg/g MF) (Figure
VII-9).

C’est au niveau des stations S2 et S3 qu’on note un trés faible taux de variabilité pour ce
parameétre, vu que les aiguilles du pin au niveau de ces stations sont soumises a des dépots de
poussiere comparables, engendrant la méme réponse de la plante a ce type de stress abiotique.
Ce fait a été remarque egalement pour les mesures effectuées une année plus tard au cours de
la 2°™ série (Figure V1I-9), ol on constate que le pin se comporte approximativement de la
méme maniere au niveau des stations considérées comme les plus polluées, a savoir : S2, S3
et S5 (0,63 + 0,01 mg/g MF) ; (0,58 = 0,01 mg/g MF) et (0,58 + 0,01 mg/g MF). Les stations
S1 et S4 ont affiche des teneurs assez proches et qui tendent a étre peu élevées en S4 avec
respectivement 0,91 + 0,06mg/g MF et 0,99 £+ 0,01 mg/g MF.

L’Anova révéle des différences inter stations hautement significatives (F = 291,308 et P<

0,001). En effet, on note que le test SNK isole 4 groupes a a = 0,001. L’espéce accumulant le
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taux de proline le plus élevé est relevé au niveau de la station S5 avec une moyenne générale
égale a 0,708 et attribuable au dernier groupe (d). Une fois de plus, ce résultat nous
permettrait d’avancer I’hypothése selon laquelle les rejets d’hydrocarbures influencent la
biosynthése de la Prl. Contrairement au premier groupe () qui distingue le pin au niveau de
S4 qui affiche la plus faible teneur (0,262).

Mise a part la différence non significative signalée entre les teneurs en S2 et S3 (P = 0,771) et
qui appartiennent au méme groupe (b) avec des valeurs allant de 0,406 a 0,410 ; on note que

la concentration en S1 est attribuée au groupe c avec 0,641.

Pour la série 2, aucune différence significative n’a été observée avec le test de I’Anova ou de
NK avec F = 1,720 et P = 0,198 a a = 0,05, toutes les concentrations sont assignées au méme
groupe. Les valeurs d’accumulation de proline dans les aiguilles du Pin dans toutes les
stations sont de ce fait superposées dans un méme groupe. Borkowski et al. (1995) ont mis en
évidence 1’augmentation de la teneur en proline dans les feuilles de tomate sous un déficit en
Cu. Ce qui pourrait s’expliquer par les teneurs nulles en cet élément dans ’EDTA des

aiguilles de Pinus halepensis en S5 (Figure V1I-9).

A de faibles teneurs de Proline, les plantes révélent des altérations morphologiques dans les
feuilles et un défaut dans I'élongation de l'inflorescence (Sharma and Dietz, 2006). De
nombreuses €tudes confirment I’accumulation de teneurs élevées en proline chez différentes
espéces sous conditions de stress hydrique ou salin (Lewin et al., 1978 ; Tan et al., 1981 ; Dib
etal., 1992).
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Figure VI1-9 : Teneurs en proline (2°™ série)
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Seulement, dans des conditions de pollution par les particules sédimentables, il semble que
I’accumulation de la proline soit fortement inhibée et témoigne du phénomeéne inverse. Pour
certains auteurs, comme Stines et al. (1999) le role de la proline libre dans le développement
et le fonctionnement des différents organes de la plante demeure inconnu. De fagon similaire,
la régulation temporelle de la biosynthése de la proline et son accumulation au cours du
développement normal de la plante, en absence d’un stress abiotique est encore non élucidé.
Les teneurs élevées de la proline dans les tissus et organes de plusieurs plantes, en absence
d’un stress abiotique, soulévent la question si ’accumulation de la proline durant un
développement normal de la plante a lieu par activation de la voie de biosynthése ou
indépendamment de cette voie accomplie sous stress abiotique.

Selon Roosens et al. (1999), dans les plantes supérieures, 1’enzyme A—pyrroline-5 carboxylate
synthétase (A—P5CS) qui joue un role primordial et critique dans la synthese de la proline est
stimulée sous condition de stress hydrique ou salin. Il a été également établi que sous
condition de non stress, la A-P5CS est inhibée par les concentrations élevées mémes de la

proline (Zhang et al., 1995). Ce qui n’est pas le cas pour notre approche.

Nous pourrions conclure ainsi que ’activité de cette enzyme est inhibée au cours de la
réaction du précurseur de la proline (le gluthamate) favorisant alors la formation de la
gluthamine. D’un autre coté, les travaux de Pavlikova et al. (2008) ont pu démontrer que des
qu’un déclin dans le taux de I’enzyme glutamate kinase est installé, ceci indique que la plante

est en fin de période d’acclimatation au stress chronique induit par le cadmium et le zinc.

Bien que toutes les essences soient exposées a un climat de pollution, surtout au niveau des
stations S2, S3 et S5, il n’existe pas une importante accumulation de la proline libre au niveau
des feuilles. Cette teneur pourrait étre due aux métaux déposeés avec les poussieres sur les
feuilles. Les travaux de Weinstein et al. (1986) ont confirmé 1’étroite et positive corrélation
entre accumulation de polyamines et I’augmentation de la teneur en Cd?* dans les tissus

foliaires a une teneur de 1 ppm seulement.
En réponse au stress abiotique variés, plusieurs plantes accumulent des acides aminés ou leurs

dérivés (Bagni, 1994). Pour Schwakee et al. (1999), la proline représente 1’acide aminé libre

le plus abondant dans le pollen de Petunia sous conditions de stress.
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Bien que la sécheresse f(t assez prononcée pendant les périodes de prélévements,
I’accumulation de la Proline est inférieure a sa teneur témoin, ce qui laisse supposer que ce
métabolite peut constituer un indicateur de stress hydrique seulement quand le milieu ne subit
pas de contraintes de pollution particulaire. Voetberg and Sharp (1991) observaient déja que

la dégradation de la proline induit son accumulation.

Dans un autre sens, certains auteurs tels Sharma and Dietz, (2006) trouvent que lors de
I'exposition aux métaux, les plantes synthétisent souvent un ensemble de divers métabolites
qui s'accumulent aux concentrations de 1’ordre de la millimole, en particulier des acides
aminés spécifiques, tels que la proline et I’histidine, des peptides tels que le glutathion et les
phytochélatines (PC). L'accent est donné a la proline qui parait posséder une fonction unique
non seulement en période de sécheresse et stress hydriqgue mais aussi un role dans le

métabolisme des plantes stressées par des métaux.

La Proline, considérée comme un osmorégulateur majeur chez les plantes soumises a diverses
contraintes et fortement sollicitée par la compatibilité osmolytique, aide les plantes a contrer
le stress salin et a s’en remettre (KUmar et al., 2010).

Le procédé de dosage de la proline est réalisé pour estimer la teneur en cet acide aminé libre
dans le cytoplasme, or comme démontré par certains auteurs, tels que Sharma et Dietz,
(2006), la proline intervient dans le processus de réponse de la plante exposée a un stress
métallique tel un chélateur de métaux "metal chelator" (Figure V11-10), c’est pour cela que les
teneur en proline libre sont minimes. Donc, plus la proline est synthétisée, plus elle est utilisée

dans le processus de chélation.
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Figure VI11-10 : Fonctions "shématiques" de I’acide aminé Proline (Sharma et Dietz, 2006).
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a. Chélation des métaux dépendant de la proline : La possibilité de I'implication de la
proline dans la chélation des ions métalliques est indiquee. 1l a été démontré que la proline
protége la Glucose-6-Phosphate déshydrogénase et la nitrate réductase in vitro de 1’inhibition
induite par le Cd contre le Zn. Les mesures avec I'électrode spécifique du Cd ont révélé que la
protection enzymatique dépendant de la proline était basée sur une réduction de I'activité de
dosage ionique du métal libre en raison de la formation d'un complexe de proline-Cd (Sharma
et Dietz, 2006).

Le genre Cupressus est, par contre, trés sensible a la pollution causée par la circulation accrue
des véhicules, particulierement au niveau des stations S2 et S5. Pinus halepensis est une
espece qui tolere faiblement le stress dd a la pollution par les depdts de poussieres en
affichant les valeurs les plus faibles en proline au niveau des stations les plus polluées. C’est
par conséquent ’espéce qui représente le moins de résistance a la toxicité par les poussiéres

de la cimenterie.

Au vu des tres faibles teneurs accumulées en proline, ce métabolite ne constitue pas un bon
facteur de tolérance ou de résistance des espéces considérées aux contraintes provoquées par
une pollution particulaire ni par les hydrocarbures et les gaz d’échappement. Ces trés faibles
teneurs en proline peuvent indiquer que ce métabolite a pu servir, en se dégradant, de source
disponible et rapide d’azote, de carbone ou d’équivalents réducteurs au cours d’un stress

(Blum and Ebercom, 1976 cités par Hellmann et al., 2000).

Nous pourrions proposer de ce fait que 1’accumulation de la proline chez les coniféres ne joue
pas un role significatif de réactions de défense, contre ces conditions de stress abiotique, qui

serait orientée plutét vers les autres solutés.

VI11.2.3. Teneurs en sucres solubles
Les résultats d’analyse des sucres solubles montrent une accumulation assez variée entre les

differentes stations pour chacune des essences.

VI11.2.3.1. Teneurs en sucres solubles chez Cupressus
Pour la 1€ série, on note que les teneurs en sucres solubles (Scr) sont sensiblement proches et
ne présentent pas de variations prononcées entre la station temoin (S1) et celle considérée la

plus soumise a la pollution particulaire (S2) avec respectivement 274,97 + 7,43 mg/g MF et
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268,15 + 2,70. On note cependant un maximum d’accumulation en S5 avec 453,27 + 12,60
mg/g MF. Une teneur moyennement faible est trouvée en S4 avec une valeur de 223,27 + 4,38
mg/g MF, tandis que la plus faible teneur fut relevée en S3 (176,52 + 4,95 mg/g MF) (Figure
VII- 11).

L’Anova pour le paramétre accumulation des sucres solubles a révélé des différences inter-
stations hautement significatives a P < 0,0001, avec F = 831,74, quelque soit la station
considérée ce qui explique les différences de comportement de Cupressus sempervirens d’un

milieu & un autre.

S 600 - a

S 500| [S1 m@S2 @S3 @S4 mS5

: (N=30:p:0,001)
400 - .
300 1 b

200 -

100 -

Cupressus sempervirens Pinus halepensis

Figure VII-11 : Teneurs en sucres totaux (1 série).

Le test SNK confirmant le dégagement de quatre groupes distincts, au seuil o = 0,001, laisse
supposer que la pollution au niveau de S5 stimule la dégradation des réserves glucidiques en
affichant la plus forte teneur, affectée a elle seule au dernier groupe d. Contrairement au
premier groupe a qui regroupe la teneur relevée en S3 représentant la plus faible moyenne. Le
groupe b est constitué de la valeur de la teneur en S4 et affiche une moyenne de, valeur
suggérant que I’impact de la pollution y est moyennement ¢levé se traduisant par une

adaptation de I’essence plus ou moins importante (taux de réserves n’est pas €puisé€) par
rapport a S3 (Figure V1I-12).

Les concentrations relevées en S1 et S2 sont regroupées au groupe ¢, confirmant les résultats

obtenus sur la Figure V1I-10 et signifiant qu’il n’y a pas de différences significatives entre les

teneurs dans ces deux stations (P < 0,205).
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Les fortes concentrations enregistrées en sucres solubles en S5 indiquent une activation de la
dégradation des réserves glucidiques ce qui suggere une adaptation de la plante aux
contraintes de la pollution par les gaz d’échappement au risque de provoquer un €puisement
des réserves surtout qu’a ce niveau il a été remarqué un taux de baisse de la teneur en
chlorophylle se traduisant par une faible élaboration de la matiére organique, principalement
les glucides.

Contrairement aux faibles teneurs enregistrées qui impliquent une inhibition de la dégradation
des sucres donc une adaptation médiocre au climat de pollution avec une conservation des
réserves. Une simple comparaison entre les Figures VII-11 et VII-8, pour Cupressus
sempervirens laisse supposer que cette espéce accumule plus de proline et de sucres au niveau
de S5, ce qui montre que ces deux métabolites pourraient étre influencés par les rejets
d’échappement. Ces résultats sont en bon accord avec la littérature, en effet, Massantini et al.
(1990) précisent que sous stress métallique, les plantes accumulent des teneurs en sucres

solubles supérieures a 35,5 % de plus que dans les témoins.

é 600 - 0s1 =S2 1S3 354 B3 S5
2 - (n=30;p:0,001)
£ 500
2 a

400 b

300 - d [EEEEE

200 -

100 -

0 bl el i}
Cupressus sempervirens Pinus halepensis

Figure VI1-12 : Teneurs en sucres solubles (2°™ série).

VI11.2.3.1. Teneurs en sucres solubles chez Pinus halepensis Mill.
Pinus halepensis ne se comporte pas de la méme maniére sous les différentes contraintes des
stations considérées. Cependant, il a des tendances a avoir les teneurs les plus élevées en
sucres au niveau de la station & proximité de la cimenterie (S2) pour la 1% série avec une
moyenne de 214,36 + 2,08 mg/g MF (Figure VII-11). Contrairement a la 2°™ série ol cette
méme station a témoigné de la plus faible moyenne (142,90 = 1,99 mg/g MF) (Figure VI11-12),

alors que la valeur maximale est enregistrée au niveau de S1 (526,33 + 10,63 mg/g MF).
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Les fortes teneurs en sucres solubles en S5 chez Cupressus sempervirens (Figure VII-11)
laissent supposer qu’a ce niveau la pollution agirait de deux manieres différentes : soit qu’elle
inhibe P’activité de la dégradation des réserves glucidiques ou que Cupressus sempervirens
n’est plus en mesure d’¢laborer des réserves lui permettant de s’adapter au climat de
pollution, ce qui appuie 1’hypothése de dépérissement que subissent les conifeéres dans la
région. Larher et al. (1993) cités par Hellmann et al., (2000) ont montré qu’une augmentation

spécifique de la Prl est induite par un apport de sucres métabolisables.

Les cellules végétales peuvent adapter leur métabolisme aux conditions de pollution en
dégradant des sucres. Une concentration élevée en sucres suggere un bon métabolisme comme
les basses teneurs peuvent indiquer un imminent manque (Loretti et al., 2001). Selon Heineke
et al. (1992), les concentrations élevées en sucres solubles sont proportionnelles au contenu
prolinique cellulaire. Dans notre cas, cette affirmation n’est pas vérifiée puisque les teneurs en

proline et en sucres solubles sont trés indépendantes dans les tests statistiques.

La photosynthése étant un processus physiologique sensible et hautement susceptible aux
stress abiotiques, les changements de teneurs en glucides, a la suite d'une exposition a un
stress, peuvent étre dans une large mesure, causés par une baisse du taux de photosynthése -
qui est un processus physiologique trés sensible aux contraintes abiotiques-, auquel cas ces

changements de teneurs ne concernent pas le mécanisme de défense au stress lui-méme

(Rejskova et al., 2007).

En se basant sur les réactions métaboliques, comme la baisse observée des teneurs en
chlorophylle, en proline et en sucres solubles, par rapport a la station témoin (S1), le stress et
le dépérissement des coniferes dans la zone d’étude paraissent bien évidents avec des signes

de dommages dans la partie aérienne des arbres.
VI11.2.4. Analyses en composantes principales pour les parameétres biochimiques
VI11.2.4.1. Matrice de corrélations

La matrice des corrélations (Tableau VII-1) renferme les valeurs des coefficients linéaires

entre deux variables. Le seuil de signification retenu a a = 99,9 % est de 0,56 (p < 0,0001).
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Tableau VII1-1 : Matrice des corrélations des différentes variables biochimiques analysées

Variables Chl Prl Scr
Chlorophylle (Chl) 1,000

Proline (Prl) 0,605***(P<0,001) 1,000

Sucres (Scr) 0,051 0,202 1,000

Les variables Chl et Prl sont significativement et positivement corrélées entre elles. Etil n’y a

pas de corrélation significative entre les variables Chl/Scr et Prl/Scr (Tableau VII-1).

VI11.2.4.2. Les corrélations
Le plan 1 — 2, dont la participation des axes orthogonaux est de 87,50 %, fait ressortir deux
des trois variables biochimiques, & savoir Chl et Prl, tout en faisant apparaitre la corrélation

positive entre elles. Il montre également leur indépendance de la variable Scr.

Tableau VI1-2 : Contribution des variables dans la construction des composantes principales

Axe 1 Axe 2
Variables | Corrélation | Corrélation 2 | Corrélation | Corrélation 2
Chl 0,8558 0,7324 0,3086 0,0925
Prl 0,8970 0,8046 0,0629 0,0040
Scr 0,3435 0,1180 —-0,9329 0,8703

Les variables Chl et Prl ont fortement contribué a la formation de 1’axe 1. Elles fournissent, a
elles seules, un pourcentage d’explication d’au moins 55 %. De ce fait, leur contribution a la
variation totale est trés importante. Quant a la variable Scr, elle participe a la formation de

I’axe 2, expliquant & elle seule 32,3 % de la variation totale (Figure V11-13).
Axe 2 : Dépérissement

Chi

Pri

Axe 1 : Tolérance
0 et adaptation

V Scr

Figure VII-13 : Plan 1 — 2 et cercle des corrélations (Variables biochimiques).
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Ces observations sont confirmées dans la matrice de corrélation illustrée dans le tableau VII-
2. Le tableau VI11-2 montre les corrélations des variables biochimiques et leur contribution

dans la construction des axes 1 et 2.

VI11.2.4.3. Signification des axes principaux

Le nombre des axes principaux a prendre en considération dépend des valeurs propres de
chacun et des pourcentages correspondants. La part de 1’information expliquée par les axes
principaux est la somme de leurs pourcentages. L’axe (1) et I’axe (2) possédent des valeurs
propres différentes, 1,655 pour le premier et 0,969 pour le second, avec des pourcentages
respectifs de 55,2 % et 32,3 %. Le pourcentage cumulé des axes (1) et (2), atteignant la valeur
de 87,50 %, constitue un pourcentage jugé suffisant pour une approche d’analyse des

variables et des individus considérés.

Le choix du nombre de composantes principales est effectué a partir de la figure représentant

I’évolution de la variance expliquée en fonction du nombre de composantes principales.

Les variables Chl et Prl sont fortement corrélées avec 1’axe 1 car, elles expriment la tolérance
des espéces vis-a-vis des contraintes écologiques de leurs milieux respectifs (Figure V1I-13).

Cette derniére constitue la premiére composante principale.

Dans la partie positive de I’axe 1, exprimant la tolérance a la pollution et ou les variables Chl
et Prl sont bien représentées (Xr?> = 82,76 % pour la Chl et Zr? = 80,86 % pour la Prl), les

individus illustrés sont les mieux adaptés aux contraintes du milieu.

De méme, la variable Scr, fortement corrélée avec I’axe 2 partie négative, est trés bien
représentée (Zr> = 98,83 %) dont la signification est un dépérissement du végétal face a la
pollution générée par son environnement immeédiat (Figure VII-13). Ce qui constitue la
deuxiéme composante principale. Les individus illustrés a ce niveau résistent au

dépérissement accéléré par la dégradation des réserves en sucres.

VI11.2.4.4. Etude des individus
La dispersion des individus dans le diagramme de la Figure VI1I-14 témoigne d’une grande
diversité dans leur réponse vis-a-vis des contraintes du milieu.
Aucune essence de la station S2 (individus 8, 9, 10, 11 et 12) n’a été affectée aux groupes

contenant les individus rassemblés sur la partie positive des axes 1 et 2, ce qui implique que
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tous les arbres a ces niveaux ne tolerent pas les dép6ts de particules et ne manifestent pas de
résistance par dégradation de leurs réserves glucidiques. Ils ont donc une adaptation médiocre.

En se maintenant au plan principal, il nous apparait clairement qu’il y a deux groupes
d’essences évoluant surtout par rapport a I’axe 1 et deux autres par rapport a 1’axe 2 (Figure
VI1I-14). Comme I’axe 1 est principalement formé par les variables traduisant la tolérance des
plantes, il nous serait permis de dire que ces deux groupes se positionnent par rapport a leur
accumulation de chlorophylle et de proline ; contrairement aux deux autres groupes qui se

positionnent par rapport a leur accumulation de sucres solubles.

En effet, un retour aux données expérimentales montre que le premier groupe se trouvant du
coté positif de 1’axe 1 renferme les individus 1, 6, 24, 30 qui ont les teneurs en chlorophylle et
en proline les plus élevées, manifestant alors leur tolérance aux contraintes de
I’environnement. Contrairement au groupe se situant du coté négatif de 1’axe 1 et constitué
des individus ayant une accumulation des chlorophylles et proline trés faible (individus 2, 9,
10, 14, 16, 17, 20, 23 et 25) se traduisant par une résistance médiocre des essences aux

contraintes (Figure V1I-14).

En dehors de I’individu 28 dont la qualité de la représentation était négligeable, les groupes
d’individus affectés sur la partie positive de I’axe 1 et ceux de la partie négative de I’axe 2 ne
contiennent aucun spécimen de I’espéce résineuse Pinus halepensis. Ses individus sont plut6t
répartis parmi ceux qui réagissent a la pollution en conservant leurs réserves glucidiques et en
ayant de faibles teneurs aussi bien en chlorophylles qu’en proline. Ceci confirme les résultats
obtenus par le dosage de la proline ou Pinus halepensis a montré des taux faibles au niveau
des stations considérées polluées, donc on pourrait considérer que Pinus tolere faiblement la

pollution due aux dép6ts particulaires.

Tableau VI11-3 : Codification des individus par rapport aux différentes stations.

S1 S2 S3 S4 S5
Pinus halepensis Ph.S1 Ph. S2 Ph.S3 | Ph.S4 Ph.S5
Cupressus sempervirens Cs.S1 Cs. S2 Cs.S3 Cs.S4 Cs.S5

Les essences qui vont étre positivement affectées sur 1’axe 1, accumulent des teneurs
importantes aussi bien en chlorophylle qu’en proline ; alors que celles affectées au coté
négatif, en accumulent moins et sont, par conséquent, moins tolérantes a la pollution et

présentent plus de symptdmes de toxicité aux polluants générés au niveau de chacune des
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stations. Par ailleurs, les essences affectées sur I’axe 2, coté négatif, accumulent des teneurs
plus élevées en sucres solubles qui leur conferent une meilleure résistance au stress
abiotique mais avec la conséquence de 1I’épuisement des réserves glucidiques ; inversement

aux essences affectées au coté positif et qui accumulent les teneurs les plus faibles.

Ph.S4 Ph.S1
Cs.S3 Ph.S2

Cs.S4
Cs.S2 Cs.S1
Cs.S5

Axe 2 : Resistance des especes

Ph.S3

v

Axe 1: Tolerance

Figure VII1-14 : Diagramme des individus de I’ACP appliquée sur variables biochimiques.

Tous les spécimens du genre Cupressus appartiennent aux groupes d’individus qui ont
contribué a la construction de la partie négative des axes 1 et 2. De ce fait, ils ne tolérent la
pollution ni par accumulation des métabolites chlorophylle et proline, ni par utilisation des

réserves glucidiques, ce qui se traduit par le dépérissement des ressources arbustives.

A en juger par leur répartition, les individus 3, 4, 13, 15, 21, 22, et 27, positionnés du coté
positif de ’axe 2, avec les coordonnées les plus fortes sur cet axe donc les taux de sucres
solubles les plus faibles, paraissent les moins affectés par la pollution en conservant leurs
réserves glucidiques, par rapport aux individus 5, 8, 11, 12, 18, 19, 26 et 29, positionnés du
coté négatif et accumulant d’importantes teneurs en Scr issus de la dégradation des réserves.
Parallelement a ces dernieres, les essences stressées par la poussiere ont contribué a la
formation de la partie négative de I’axe 1 et ¢’est surtout Pinus halepensis avec une qualité de

la représentation elevée (0,63).

163



Conclusion générale

Généralement, le métabolisme de stress chez les plantes est étudié au cours d’expériences axees
sur les effets a court terme des agents de stress, donc sous forme d'un stress aigu et dans des
conditions de laboratoire. Cependant, cette forme de stress ne reflete pas réellement les conditions
environnementales et naturelles du milieu ou, au contraire, les végétaux croissent et se
développent dans des conditions de stress chroniques. Pour cela, cette étude s'est concentrée sur un
diagnostic des modifications impliquées dans leur métabolisme suite & un stress chronique induit
par des polluants contenus dans la matiére particulaire sédimentée sur le systeme foliaire, en

milieu naturel.

Les polluants de I’atmospheére, principalement les émissions de poussiéres ont un impact profond
sur la concentration des différents pigments photosynthétiques. En effet, Il y a une corrélation
négative entre les dépdts de poussiere et les teneurs en chlorophylles dans les aiguilles et

verticilles des coniferes.

Les effets de la pollution relient la réponse physiologique des plantes a lI'accélération du processus
de sénescence et/ou dépérissement. Une des manifestations évidentes de la sénescence des plantes
est la disparition graduelle de la chlorophylle, associée au jaunissement des feuilles pouvant étre

lié a une baisse conséquente de la capacité de photosynthese.

Dans tous les essais effectués, les résultats confirment d’importantes variations dans les teneurs en
chlorophylles entre les spécimens de pin et de cyprés localisés au niveau de la station témoin et les
stations soumises aux dépdts de poussiéres, traduisant un état de stress permanent pouvant aboutir

a un depérissement de ces especes.

La chlorose et la paleur des parties vertes de la plante, sont la réponse caractéristique de la
pollution de 1’atmosphere. Dans la chlorose, la couleur vert normal disparait et les feuilles de la
plante acquiérent un vert péle, jaune ou méme blanc. La nécrose désigne la mort des tissus ou des
cellules isolées ou de la plante entiére. Les contraintes de pollution plus douces, qui induisent en

premier lieu une chlorose, peuvent finalement tuer la cellule et la plante.

169



Le genre Cupressus présente une sensibilité a la pollution causée par la dispersion accrue des
particules dans I’atmosphére, particulierement au niveau des stations S2 et S5, alors que Pinus
halepensis est une espece qui tolére faiblement le stress dd a la pollution par les dépots de
poussiéres en affichant les valeurs les plus faibles en proline au niveau des stations les plus
polluées. Par conséquent, c’est I’espéce qui manifeste le moins de résistance a la toxicité par les

poussieres de la cimenterie.

L’analyse des teneurs en métaux dans le tissu foliaire s’avére importante, car elle confirme 1’effet

de toxicité par accumulation de ceux-ci suite a I’exposition permanente aux polluants.

L’analyse ¢élémentaire performée, utilisant la spectroscopie Raman et la diffraction des rayons X, a
mis en évidence plusieurs des constituants et dérivés du ciment et du clinker dans les poussieres.
Les résultats de ces analyses ont prouvé que la surface de la zone d’étude est un récepteur final
d’une importante partie des ¢léments polluants découlant des établissements industriels, surtout
I’industrie du ciment par leur remarquable dispersion, par exemple des particules renfermant du

gypse ont été récupérées au niveau de la station témoin (S1).

On constate, de ce fait, la présence de sulfates comme le gypse ou sulfate de calcium dihydraté
(CaS04-2H:0), dans la poussiere recueillie sur le feuillage de Pinus halepensis et de Cupressus
sempervirens en S3, de sulfates de plomb (PbSOa), de divers carbonates tels que carbonates de
sodium (Na2COs) et de calcium (CaCQO3), et bien évidement, la plupart des constituants du ciment,

par exemple.

Les procédures physiques d’identification qualitative ont fourni des résultats évidents concernant
les formes d’association chimiques des minéraux présents dans les poussieres et indirectement,

une idée sur leur biodisponibilité et mobilité pour les végétaux.

La DRX, efficace pour I’identification des sulfates et probablement moins sensible aux
interférences potentielles et a la taille des particules, parait moins adaptée pour la détection des
différents carbonates, ou la spectroscopie Raman donne des résultats plus concluants. Puisque la
capacité de cartographie unique de la spectroscopie Raman la distingue de la plupart des
techniques car elle permet une distribution représentative des produits sur une surface donnée de

I'échantillon, souvent a grande échelle de 1’ordre de quelques millimétres carrés.
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Cependant, il est a noter que, comme toutes les techniques, la spectroscopie Raman a ses propres
limites et certaines d'entre elles sont notées dans les points suivants :

- L'efficacité du processus Raman est tres faible car seule une petite fraction des photons incidents
est convertie en photons diffusés qui atteignent le détecteur. 1l en résulte que les émissions de
fluorescence et le bruit de fond constituent le plus grand défi pour obtenir de vraies raies Raman.
Effectivement, dans tous les résultats d’analyse Raman de ce travail, de nombreux spectres de

fluorescence sont détectés, dominant la distribution d’autres constituants d’aérosols.

- La spectroscopie Raman n’a pas les meilleures limites de détection et ne convient pas a I’analyse
de traces. Raison pour laquelle la spectrophotométrie d’absorption atomique est utilisée pour la

détection des teneurs en éléments traces métalliques.

La pollution de I’air reste la cause la plus importante qui participe a grande échelle dans la
dégradation des pigments chlorophylliens photosynthétiques, ce qui signifie une réduction des
teneurs en chlorophylles, provoquant ainsi un déclin apercu dans le développement et la
croissance des arbres, notamment a proximité des sites industriels. Pour une meilleure estimation
du stress abiotique, I’étude et la connaissance des métabolites biochimiques, telles que les
chlorophylles dans les aiguilles des coniferes, peut contribuer de les entreprendre comme bons
bioindicateurs naturels de la pollution particulaire, et peuvent de ce fait étre utilisés dans

I’épuration de I’air.

En Algérie, le dépérissement spectaculaire des coniféeres, donne lieu a plusieurs hypotheses : la
pollution particulaire par les dépdts de poussiéres de la cimenterie de Hamma Bouziane, la nature
des éléments constitutifs des poussieres, la pollution atmosphérique générée par le trafic et le parc
automobile, associés a I’altération des surfaces foliaires, le défrichement et la détérioration du
couvert végétal. La persistance de cette situation de dégradation provoque des pertes économiques
considérables tant au niveau de la productivité des cultures que sur le plan de la commercialisation

des produits.
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Annexe 6

Tableau 1 : ANOVA des variables Chl, Prl et Scr chez Cupressus sempervirens (1 série)

Paramétre
Chl

Prl

Scr

Entre les groupes

A Pintérieur du grpe
Total

Entre les groupes

A Pintérieur du grpe
Total

Entre les groupes

A Pl’intérieur du grpe
Total

2 des carrés

1310,919

0,828
1311,747
0,942
0,01823
0,960
176442,582
795,512
177238,094

Ddl

4

15
19
4
15
19
4
15
19

Moy. carreés Fisher
327,730 5937,689
0,0519
0,235 193,718
0,001215
44110,645 831,740
53,034

P
0.0001

0,0001

0.0001

Tableau 2: ANOVA des variables Chl, Prl et Scr chez Cupressus sempervirens (2°™ série)

Parametre
Chl

Prl

Scr

Entre les groupes

A Pintérieur du grpe
Total

Entre les groupes

A Pintérieur du grpe
Total

Entre les groupes

A Pintérieur du grpe
Total

X des carrés
260,842
0,271
261,113
1,431
1,117
2,547
106760,830
1150,724
107911,554

DdlI
4
15
19
4
15
19
4
15
19

Moy. carrés Fisher
65,211 3614,472
0,0180

0,358 4,804
0,07444
26690,208 347,914
76,715

Tableau 3 : ANOVA des variables Chl, Prl et Scr chez Pinus halepensis (1 série)

Parameétre
Chl

Prl

Scr

Entre les groupes

A P’intérieur du grpe
Total

Entre les groupes

A P’intérieur du grpe
Total

Entre les groupes

A P’intérieur du grpe
Total

X des carrés
13361,358
1,694
13363,052
0,542
0,0098
0,549
4094,843
101,073
4195,917

Ddl
4
15
19
4
15
19
4
15
19

Moy. carrés Fisher
3340,340 29580,735
0,113
0,136 291,308
0,00065
1023,711 151,926
6,738

P
0.0001

0,0001

0.0001

P
0.0001

0,0001

0.0001



Tableau 4 : ANOVA des variables Chl, Prl et Scr chez Pinus halepensis (2°™ série)

Parametre Y des carrés | Ddl | Moy. carrés Fisher P
Chl Entre les groupes 1847,343842 4 461,233 2207,233 | 0.0001
A Pintérieur du grpe 3,139 15 0,209
Total 1850,482 19
Prl Entre les groupes 0,172 4 0,0431 1,720 0,198
A Pintérieur du grpe 0,376 15 0,0506
Total 0,548 19
Scr Entre les groupes 128389,308 4 32097,327 1,740 0.194
A Pintérieur du grpe 276770,098 15 18451,340
Total 405159,406 19

Tableau 5 : Coordonnées de 1’Analyse en Composantes Principales pour les variables Chl, Prl et
Scr.

Axe 1 Axe 2 Axe 3
Station Individu Coord. Cos? Coord. Cos? Coord. Cos?
S1 1 (Pin) 0,3316 0,1323 0,7200 0,6238 -0,4502 0,2439
2 (Cypres) -0,0283 0,0008 -0,9947 0,9948 -0,0660 0,0044
S2 3 (Pin) -0,8797 0,9326 -0,0743 0,0067 0,2245 0,0607
4 (Cypres) -0,6555 0,2627 -0,0980 0,7373 0,0005 0,0000
S3 5 (Pin) -0,9545 0,7880 0,4094 0,1450 0,2784 0,0670
6 (Cypres) -1,0718 0,9955 -0,0532 0,0025 -0,0485 0,0020
S4 7 (Pin) -0,4259 0,1804 0,6611 0,4245 -0,6225 0,3852
8 (Cypres) -0,8106 | 05831 | -0,4873 | 0,2107 -0,4820 0,2062
S5 9 (Pin) -0,5293 0,4246 0,2033 0,0626 0,5816 0,5127
10 (Cypres) 0,3933 0,0156 -3,1234 0,9842 -0,0459 0,0002

Coord. : Coordonnées des individus sur les axes principaux ;
Cos? : Cosinus carrés (Qualité de la représentation).
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Résumé

Ce travail se consacre a 1’étude de I’impact potentiel attribué aux rejets de particules de poussiéres d’une
cimenterie, sur le mécanisme métabolique de coniferes, dans cing stations de prélevements, dans des
conditions de milieux naturels dans la région de Constantine, en Algérie. Trois parametres biochimiques
sont sélectionnés : la teneur en Chlorophylles, en Proline et en Sucres solubles. Les espéces choisies ont
montré une grande sensibilité a 1’exposition continue. Les analyses qualitatives par spectroscopie Raman
et Diffraction des rayons X, pour des échantillons de poussieres collectés sur le systeme foliaire sont
effectuées dans le but d’identifier les substances responsables des changements observés. Ces outils de
caractérisation ont permis de déterminer localement, les différentes phases présentes. Le traitement
chimiométrique des données spectrales a pu identifier des produits majoritaires (CaCOs, Ko2COs, CaS et
C3S) et d’autres minoritaires (TiO> et CaO), la plupart étant des dérivés de ciments. La méthode
SIMPLISMA est utilisée pour extraire les spectres de composes purs des espéces chimiques complexes
présentes dans le mélange et les profils de concentrations associés. Les contraintes particulaires du
milieu ont une influence déterminante sur la situation des arbres, avec des variations hautement
significatives du contenu en métabolites. Les teneurs en chlorophylles varient significativement d’une
station a une autre, la réduction observée au niveau de la station a proximité de la cimenterie est de
78,84% pour Cupressus sempervirens et 90,84% pour Pinus halepensis. Concernant la proline, les
réponses des plantes sont légérement variables. Toutefois, pour I’accumulation des sucres solubles, les
contraintes de la pollution varient considérablement et paraissent en relation avec les conditions
environnementales.
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