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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Introduction

L'impact des sociétés humaines sur leur environnement s’est amplifi€ de maniére
considérable depuis le début de I'ere industrielle. Si les activités humaines affectent directement
les écosystémes par le biais d'une gestion immodérée des ressources et d'une pollution
chronique de l'air, de l'eau et de la terre, de nombreux indices montrent que 'Homme est
également responsable d’'un déreglement climatique global. L’augmentation de la concentration
troposphérique en ozone, qui constitue a la fois un polluant oxydant toxique et un gaz a effet de
serre, est une composante majeure de la pollution atmosphérique d’origine anthropique. L’impact
de l'ozone sur la végétation en fait d’ailleurs le premier polluant atmosphérique en termes de
phytotoxicité. Le travail expérimental présenté dans ce mémoire a consisté a étudier les effets
d’'une exposition prolongée a une concentration en ozone relativement élevée sur de jeunes
plants de peuplier cultivés et traités en chambres phytotroniques. La synthése bibliographique
qui constitue la premiére partie du mémoire présente I'histoire scientifique et les propriétés de la
molécule d’ozone ainsi que sa répartition et les mécanismes de sa formation dans I'atmosphere
terrestre. Apres avoir abordé les conséquences de la pollution & I'ozone pour la santé humaine,
nous développerons les effets de I'ozone sur les plantes cultivées et les arbres forestiers, en
s'attardant sur les mécanismes d'action du polluant a I'échelle cellulaire. Nous nous
intéresserons enfin aux interactions avec d'autres facteurs environnementaux tels que le fort
CO2, la sécheresse et les dépbts azotés. Cette synthese bibliographique sera suivie de la
présentation de la problématique qui a dirigé notre démarche et de la description du matériel
biologique et des méthodes expérimentales qui ont été employés. Les résultats de notre étude
seront ensuite commentés puis discutés, et nous aborderons en conclusion les perspectives de

recherche offertes par notre travail.
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|. La molécule d’ozone

|.1. Histoire scientifigue et technique de I'ozone

3000 av. J.C. : Dans I'lliade et I'Odyssée, Homére décrit la coléere de Zeus, projetant des éclairs
qui remplissent I'air d’une forte odeur de soufre. Homére évoque sans doute ici I'expérience d’'un
violent orage et de I'odeur qui accompagne la foudre, issue non pas du soufre mais de I'ozone
formé par la dissociation du dioxygéne lors du passage de la décharge électrique dans Il'air. Ce
récit pourrait donc constituer le premier témoignage de I'observation de la présence d'ozone

dans I'atmosphére terrestre (Rowland 2006).

1840 : Le chimiste allemand Christian Friedrich Schénbein émet I'hnypothése que I'odeur qui suit
la foudre, celle qui accompagne I'électrolyse de I'eau et celle qu'il sent dans son laboratoire de
I'université de Béle en Suisse ou il conduit des expériences sur I'électricité, proviennent d’'une
seule et méme substance (Rubin 2001). Schénbein donne a cette substance le nom d’ozone, de

la racine grecque ozein qui signifie exhaler une odeur.

1857 : L'industriel allemand Werner von Siemens met au point un procédé pour produire I'ozone
a grande échelle de maniére simple et fiable. Cette méthode, qui consiste a faire passer de l'air &

travers une décharge électrique entre 2 électrodes, est encore utilisée aujourd'hui.
1865 : Le chimiste francais Charles Soret détermine la formule de la molécule d’ozone (O3).

1889 : Alfred Cornu, un astronome francais, met en évidence I'absorption du rayonnement UV

dans I'atmosphere.

1890 : Le chimiste allemand Ohlmiuller découvre les propriétés bactéricides de I'ozone, ouvrant

la voie a son utilisation dans le traitement de I'eau.

1891 : Walter Noel Hartley, physicien irlandais, s’appuie sur les travaux de Cornu et attribue a

I'ozone I'absorption du rayonnement solaire ultraviolet dans I'atmosphére terrestre.

1893 : Premiere application commerciale de l'ozone au traitement de I'eau au Pays-Bas. On
comptera une cinquantaine d’installations du méme type en Europe a la veille de la premiere

guerre mondiale.

1913 : Le physicien francais Charles Fabry démontre de fagcon expérimentale I'existence de la

couche d’ozone dans la stratospheére.

1915 : Le chlore, utilisé massivement comme gaz de combat pendant la premiere guerre

mondiale, supplante I'ozone pour le traitement de I'eau.
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1920 : Conception par le physicien et météorologue britannique Gordon Dobson du
spectrophotometre qui porte son nom. Cet appareil, qui permet de tracer le profil de distribution
vertical de l'ozone, est encore aujourd'hui l'instrument essentiel pour la mesure de la quantité

d'ozone dans I'atmosphére.

1930 : Sydney Chapman, astronome et géophysicien britannique, décrit la chimie de l'ozone

dans la stratosphére (Chapman 1930).

1940 : Mise en évidence de la participation de I'ozone a la pollution photochimique (smog) dans
la région de Los Angeles. L'ozone est maintenant considéré en tant que polluant toxique, et ses

effets potentiels sur la santé humaine et la végétation sont envisagés.

1950 : Middleton décrit les dommages visibles sur la végétation provoqués par la pollution
photochimique (Middleton et al. 1950). Dans les années qui suivent, les effets sur la végétation

de la pollution a I'ozone en particulier seront identifiés (Haagen-Smit et al. 1952).

1953 : Les travaux du chimiste allemand Rudolf Criegee enrichissent considérablement les

connaissances dans le domaine de la chimie de I'ozone.

1957 : Pour la premiere fois, des effets négatifs directs de I'ozone sur la santé humaine sont
démontrés (Kleinfeld et al. 1957). Depuis lors, ses conséquences néfastes sur la santé, et en

particulier sur la fonction pulmonaire, ont été largement étudiées.

1970 : Crutzen, puis Molina et Rowland décrivent la participation des oxydes d'azote (Crutzen
1970) et des composés halogénés (Molina & Rowland 1974) dans la chimie de I'ozone dans la

stratosphére. Ces travaux leur vaudront le prix Nobel de chimie en 1995.

1985 : Des chercheurs britanniques en poste dans une station en Antarctique observent la
disparition périodique de la couche d’ozone au dessus de ce continent (Farman et al. 1985). Le

trerme de trou dans la couche d'ozone est évoqué pour la premiére fois.

1987 : Signature du protocole de Montréal visant a réduire de facon drastique les émissions de
CFC. Il s'agit de I'un des trés rares cas de l'histoire humaine ou la communauté scientifique

réussit a infléchir les décideurs politiques, contre l'influence de puissants lobbies économiques.

2003 : Parution du 3°™ rapport du GIEC (Groupe intergouvernemental d'experts sur I'évolution
du climat). La contribution de I'ozone troposphérique au forcage radiatif en fait le troisieme gaz a
effet de serre (IPCC 2001).

La France connait un des étés les plus chauds de son histoire. Des épisodes de fortes
concentrations en ozone s’ajoutent a une sécheresse prolongée. La durée de ces épisodes et

I'étendue des régions concernées atteignent un niveau rarement atteint.

2007... : Parution du 4°™ rapport du GIEC (IPCC 2007).



Figure 1 : Représentation schématique de la molécule d'ozone.

Potentiel d’'oxydation (V)

Fluor (F) T 2,87
Radical hydroxyle (HO-) T 2,86

Oxygéene atomique (O) | 2,42
Ozone (O, | 2,07

Peroxyde d’hydrogéne (H,0,) T 1,78
Chlore (Cl) — 1,36

Dioxyde de chlore (CIO,) | 1,27
Dioxygéne (O,) T 1,23

Figure 2 : Potentiels d’oxydation de divers composés oxydants
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by

L’arrét presque total des émissions de CFC a contribué a stopper la dégradation de I'ozone
stratosphérique. La régénération de la couche d’ozone est en bonne voie mais semble toutefois
plus lente que prévue, et le trou apparait encore régulierement au dessus de I’Antarctique.

Les émissions sans cesse croissantes des précurseurs de I'ozone troposphérique entrainent une
hausse constante de sa concentration moyenne. L'ozone troposphérique est aujourd’hui, a

I'échelle mondiale, un polluant photochimique majeur.

|.2. Propriétés physico-chimiques de I'ozone

L'ozone (Os3) est une variété allotropique de I'oxygéne. A température ambiante, ce
composé se présente sous la forme d’'un gaz incolore qui dégage a partir de 8 a 36 ppb une
odeur piquante caractéristique. Ses trois atomes d’oxygéne disposés en triangle isocele forment
un hybride de résonance entre quatre formes mésoméres (figure 1). La molécule d’'ozone est
tres électrophile et affiche un potentiel d'oxydation élevé de 2,076 V (figure 2). L'ozone présente
une solubilité limitée en milieu aqueux et s’y décompose pour former des radicaux libres, radical
hydroxyle (HO), ion superoxyde (O,"), radical hydroperoxyle (HO,-) et peroxyde d’hydrogéne
(H.0O,) (von Gunten 2007). De maniére générale, la réactivité de I'ozone peut s’exercer sur de

nombreuses molécules selon quatre modalités (Glaze 1986, Cacace & Speranza 1994):

» cycloaddition (mécanisme de Criegee)
Cette réaction intervient au niveau des liaisons insaturées et des liaisons carbone-hydrogene et
concerne une large gamme de composés : alcools, éthers, aldéhydes, amines, alcanes et

cycloalcanes.

e attaque électrophile
L'attaque électrophile a lieu au niveau des liaisons insaturées des molécules a forte densité

électronique, tels que les composés aromatiques et les alcenes.

e auto-oxydation
Ce type de réaction permet l'oxydation de liaisons carbone-hydrogéne via une réaction

radicalaire en chaine initiée par 'ozone et dont 'oxygéne est I'oxydant.

» attaque nucléophile
Cette réaction est due a la présence d’'un doublet d’électrons non partagé et permet I'oxydation

de composeés présentant un déficit électronique.

Bien que I'ozone ne soit a proprement parler ni une espéce radicalaire ni une espéce oxygénée
réactive, il est capable de réagir avec la plupart des molécules des systemes biologiques :

glucides, protéines, lipides et acides nucléiques (Pryor 1994).
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solaire et des composés chlorofluorocarbonés (CFC).

D’aprés Rowland (2006) Phil. Trans. R. Soc. B., 361 : 769—790.
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Les propriétés de la molécule d’'ozone en font un oxydant et un désinfectant puissant. Généré de
maniére artificielle, il est utilisé dans divers procédés industriels : purification de I'eau potable,
traitement des eaux usées, traitement des odeurs dans I'air, blanchisserie, test de vieillissement
des matiéres plastiques, etc. (Kim et al. 2003, von Gunten 2007). Le principal avantage de

I'ozone est son absence de rémanence dans les produits traités.

L’ozone présente par ailleurs des capacités d’absorption de la lumiére dont les implications pour
la chimie de I'atmosphére sont considérables. D’'une part, '0zone absorbe le rayonnement UV-B,
ce qui permet a la couche d'ozone stratosphérique d’empécher ces rayons nocifs d’atteindre la
surface terrestre (Hollosy 2002). La chaleur produite par cette absorption permet de plus de
maintenir la structure de la stratosphére (Rowland 2006). D'autre part, I'ozone troposphérique
absorbe le rayonnement infrarouge et constitue de ce fait un gaz a effet de serre contribuant de

maniere importante au forgage radiatif (IPCC 2001).

|.3. L’ozone dans I'atmosphére terrestre

1.3.1. Cycle de I'ozone dans la stratosphére

L’ozone est un constituant minoritaire de I'atmosphére terrestre, représentant de 0 a
0,07 ppm (parties par millions en volume) selon I'altitude. Contrairement a la teneur de la plupart
des constituants atmosphériques tels que le dioxygeéne ou l'azote, la teneur atmosphérique en
ozone ne décroit pas de fagon réguliere avec l'altitude mais est maximale au niveau de la
stratosphére, dans les couches situées entre 20 et 30 km d’altitude (figure 3). Cette fraction
stratosphérique, qui concentre 90 % de I'ozone atmosphérique, est communément appelée
couche d'ozone. La chimie de I'ozone dans la stratosphére forme un cycle décrit en 1930 par
Chapman (figure 4B) (Rowland 2006). Le rayonnement solaire ultraviolet décompose les
molécules de dioxygéne en atomes d’'oxygéene qui réagissent avec d’autres molécules de
dioxygene pour former des molécules d’ozone (O3). L'0zone peut a son tour étre décomposé par
le rayonnement UV en dioxygéne, ce qui instaure un équilibre dynamique entre formation et
destruction de I'ozone. Lorsgu’ils pénétrent dans I'atmosphere terrestre, les rayons UV d'une
longueur d’onde inférieure a 200 nm (UV-C) sont absorbés dans la ionosphere et la mésosphere
(au-dessus de 50 km d’altitude) par le diazote (N,), les atomes d'oxygéne et le dioxygéne (figure
4A). Les rayons UV de moindre énergie dont la longueur d’onde est comprise entre 200 et 320
nm (UV-B) sont ensuite absorbés dans la stratosphére par I'ozone. Au final, seuls les rayons UV
d’énergie plus faible, dont la longueur d'onde est supérieure a 320 nm (UV-A), atteignent la
surface terrestre. En absorbant les rayons UV-B, la couche d’ozone, formée 600 a 2000 millions
d’années avant I'apparition de 'homme, a permis |'établissement de la vie & la surface de la

Terre et protege la biosphére de leurs effets nocifs (Jankowski & Cader 1997, Hollosy 2002). De
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plus, la chaleur dégagée par I'absorption des UV par 'ozone permet de maintenir la structure

méme de la stratosphere (Rowland 2006).

1.3.2. La couche d’ozone menacée

Les travaux menés a partir des années 1970 par Crutzen, Molina et Rowland ont permis
de mettre en évidence la participation des oxydes d'azote (NO,) et de certains composeés
halogénés, contenant du chlore, du fluor, de liode ou du brome, dans la chimie de I'ozone
(Crutzen 1970, Molina & Rowland 1974). Ces travaux, qui ont valu a leurs auteurs le prix Nobel
de chimie en 1995, ont notamment permis de comprendre de quelle maniere la hausse
considérable des émissions anthropiques de composés halogénés, dont les chlorofluorocarbures
(CFC), a perturbé le fragile équilibre dynamique entre formation et destruction de I'ozone dans la
stratosphére (Bianco & Hynes 2006). La formation naturelle de 'ozone ne compensant plus sa
destruction accrue sous l'effet des composés halogénés, une diminution de la concentration en
ozone dans la stratosphére est apparue dans les années 1980 (figure 5) (Rowland 2006). La
manifestation la plus significative de ce phénomene est la disparition périodique quasi-totale de
la couche d'ozone au dessus de I'Antarctique, plus connue sous le terme de trou dans la couche
d'ozone (Farman et al. 1985). En 2006, les habitants de la ville d’'Ushuaia, a I'extréme sud de
I'’Argentine, ont ainsi été contraints de ne pas sortir découverts pour éviter de graves brQlures
dues aux rayons UV (NSF 2007). Les mesures mises en place dans le cadre du protocole de
Montréal, signé en 1987 sous I'égide de 'ONU, ont permis de réduire significativement les
émissions de CFC (Rowland 2006), si bien que la couche d’ozone devrait retrouver I'état qui € it
le sien en 1980 entre 2055 et 2065 (WMO 2003). Pour autant, ce probleme reste d’actualité
puisqu’un certain nombre d’études indique que la couche d’'ozone se régénére moins vite que
prévu (Weatherhead & Andersen 2006).

Il. L’'ozone troposphérique

L’ozone présente cette particularité d'étre, vis-a-vis de la biosphere, a la fois essentiel et
néfaste. Alors que la couche d’ozone stratosphérique protége la biosphéere de la nocivité du
rayonnement ultraviolet, 'ozone présent dans les couches basses de l'atmosphere est un
polluant photochimique secondaire toxique dont la teneur augmente année aprés année

(figure 5).
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Figure 6 : Cycle de I'ozone troposphérique.
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[1.1. Cycle de 'ozone dans la troposphére

La troposphére, constituée des couches basses de I'atmosphére terrestre, s’étend de la
surface du sol jusqu’a la tropopause, qui marque la limite a partir de laquelle la température
cesse de diminuer avec l'altitude (figure 3). L'épaisseur de la troposphére varie entre 13 et 16 km
a l'équateur, et entre 7 et 8 km aux pbles. La troposphére, siege des phénomenes
météorologiques et des flux atmosphériques, concentre la majeure partie de la masse d’air totale
ainsi que la quasi-totalité de la vapeur d'eau, mais ne contient que 10 % de l'ozone
atmosphérique. Les échanges verticaux entre stratosphére et troposphére contribuent de
maniere marginale a l'apport d’ozone dans la troposphere, dont la source principale est sa

formation via une série de réactions photochimiques (figure 6) (Jenkin & Clemitshaw 2000).

En faisant abstraction de I'intervention des composés issus des activités humaines, I'ozone peut
se former dans la troposphére de la méme maniére que dans la stratosphere, a partir de la
dissociation de molécules de dioxygéne sous l'effet de rayons UV. Cette réaction est limitée par
I'intensité relativement faible du rayonnement UV au niveau de la troposphére et I'ozone produit
reforme assez vite du dioxygéne. Seule l'intervention de composés organiques volatils émis par
la végétation terrestre peut favoriser une accumulation naturelle limitée d’ozone (Lee & Wang
2006). Le développement de I'industrie et des transports a considérablement modifié le cycle de
I'ozone troposphérique. Les activités humaines produisent une grande quantité d’oxydes d’azote
(figure 7) (Lee et al. 1997) qui, sous I'effet du rayonnement UV, peuvent libérer de I'oxygéne. Les
atomes d’oxygéene se combinent au dioxygene de I'air pour former de I'ozone qui réagit avec le

monoxyde d’azote, ce qui limite son accumulation (Jenkin & Clemitshaw 2000).

2 NO + O, — 2 NO, 1)
NO, + hv — NO + O (2)
O+ 0, — O 3
05 + NO — O, + NO, (4)

En théorie, la teneur en ozone dans la troposphére devrait résulter d’'un équilibre photochimique
déterminé par le rapport entre NO et NO, et l'intensité du rayonnement solaire, mais les teneurs
mesurées dans la troposphere dépassent les valeurs prédites par ce modele simple. En
atmosphére polluée, de nombreux composés interviennent dans le cycle de formation de I'ozone
troposphérique (Jenkin & Clemitshaw 2000). Ces composés sont principalement des
hydrocarbures en phase gazeuse, regroupés sous le terme de composés organiques volatils
(COV). En se combinant préférentiellement avec le monoxyde d’azote, ces composés rendent
possible 'accumulation de I'ozone (figure 6). De plus, ils représentent une source de NO, non
issu de la dégradation de I'ozone, ce qui déséquilibre davantage le systeme en faveur de la

formation d'ozone. Les émissions directes d'ozone, naturelles ou anthropiques, sont
10
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pratiquement nulles. La formation de I'ozone dans la troposphére est donc associée a la
présence de précurseurs chimiques, oxydes d’'azote et COV, ce qui fait de 'ozone un polluant
secondaire. Formé sous l'action du rayonnement solaire, il est en outre qualifié de polluant

photochimique.

Les principales conditions favorisant 'apparition de pics d'ozone sont (i) I'ensoleillement, puisque
le rayonnement UV est directement a l'origine de la formation d'ozone, (i) la circulation
automobile, forte productrice de ses précurseurs chimiques (NO et COV), (iii) 'absence de vent,
qui empéche la dispersion des polluants primaires et secondaires. D’autres facteurs
interviennent également, parmi lesquelles l'activité industrielle, productrice de COV, ou la

température de l'air, avec laquelle augmente la volatilité des COV.

En zones urbaines, la concentration importante en monoxyde d’azote permet d’'éliminer
efficacement 'ozone formé (Sillman 1999). Cette réaction intervient surtout la nuit en I'absence
de formation d’ozone, mais peut aussi se produire le jour lorsque la concentration en NO est
forte et celle en COV faible. Cette situation se produit notamment de maniere réguliere en début
de matinée. A ce moment, la circulation automobile, productrice de NO, est intense et la
température de I'air encore peu élevée, ce qui limite la volatilité des COV. En zones urbaines, la
concentration en ozone suit donc un rythme diurne et est maximale en milieu d’aprés-midi. En
zones suburbaines et rurales, la teneur plus faible en NO ne permet pas d’éliminer complétement
'ozone. Par conséquent, la concentration en ozone n'y décroit généralement pas la nuit (Sillman
1999). De plus, les émissions de COV par les couverts forestiers s’ajoutent a celles issues de
I'industrie (Guenther et al. 1995). On peut ainsi observer des concentrations élevées en ozone
dans certaines zones rurales assez éloignées des grands centres urbains et industriels (Sillman
1999). Les vents jouent ici un réle important en véhiculant les polluants primaires et secondaires
depuis leur zone de production jusqu’a des zones rurales éloignées. L’exemple des montagnes
de San Bernardino autour de Los Angeles (Californie, USA) est le plus connu (Stockwell et al.
1997), mais cette situation se retrouve aussi dans le parc du Mercantour au nord de Nice en
France (Dalstein et al. 2002) ou dans les régions boisées proches d’Athenes en Gréce

(Hatzianastassiou et al. 2007) ou de Mexico au Mexique (Miller et al. 2004).

I1.2. Evolution de la concentration en ozone dans la troposphére

Avant I'ére industrielle, la concentration moyenne en ozone dans les couches basses de
'atmosphére se maintenait a un niveau relativement faible, autour de 10 ppb (parties par
milliards, en volume) (Guicherit & Roemer 2000). L'intensification des activités industrielles et de
transports amorcée au XIX®™ siécle s'est accompagnée d’'une augmentation massive des
émissions anthropiques de NO,, de COV et autres précurseurs des polluants photochimiques

(Marenco et al. 1994). La concentration moyenne en ozone dans la troposphére est ainsi passée
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Figure 9 : Projection pour 2030 de la concentration en ozone troposphérique.
Les données ont été générées par le modele global STOCHEM et correspondent a des moyennes

saisonniéres maximales.

Source : Collins et al. (2000) Atmospheric Environment, 34 : 255-267.
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de 10 ppb au début du XX*™ siécle & une valeur allant de 20 & 45 ppb au tournant du XXI*™
siécle (figure 8) (Vingarzan 2004). Les prévisions les plus prudentes situent la concentration
moyenne en ozone troposphérique entre 35 et 48 ppb en 2040, et entre 42 et 84 ppb en 2100
(Vingarzan 2004). A cette hausse du niveau de base viennent s’ajouter des épisodes de forte
concentration en ozone, parfois supérieure a 100 ppb. Toutefois, la fréquence de ces pics de
concentration tend & diminuer, au moins en Europe (de Leeuw 2000). La concentration moyenne
en ozone troposphérique est plus importante dans I'hémisphére Nord, urbanisé et industrialisé,
que dans I'hémisphére Sud (Oltmans et al. 2006). Les modeles globaux de chimie-transport
appligués a lI'ozone permettent de simuler I'évolution de sa concentration et de sa distribution
dans la troposphere (Collins et al. 1997, Wang et al. 1998). Le modele STOCHEM est un modele
3D de chimie-transport (CTM) de I'ozone troposphérique basé sur le découpage de la surface
terrestre en parcelles de 5°de c6té (méthode lagra ngienne) (Collins et al. 1997). Dans chacune
de ces parcelles, la chimie et le transport de I'ozone sont modélisés en prenant en compte un
ensemble de données météorologiques (température, pression atmosphérique, humidité relative
de lair, couverture nuageuse, force et direction des vents, précipitations, altitude de la
tropopause). Le modéle considére de plus la chimie de I'ozone en intégrant 70 composeés et 174
réactions (Fowler et al. 1999b). Ce modele, utilisé pour simuler la distribution globale de I'ozone
troposphérique de 1860 a 2100 (Stevenson et al. 1998), montre une hausse globale de la
concentration moyenne en ozone troposphérique entre 1860 et 1990. Les régions les plus
touchées par cette hausse sont 'Europe, le Moyen-Orient et le sud des Etats-Unis. En 2100, si
les émissions de précurseurs ne sont pas maitrisées (scénario business as usual), cette
tendance va s’accentuer et les régions épargnées par des concentrations en ozone supérieures
a 60 ppb se résumeront aux régions polaires et subpolaires, au littoral oriental d’Afrique et

d’Amérique du Sud et a I'Océanie (figure 9) (Stevenson et al. 1998).

[1.3. Conséqguences de la pollution a I'ozone pour I'Homme

L'augmentation de la concentration en ozone dans la troposphére est inquiétante a
plusieurs égards. En premier lieu, I'ozone troposphérique absorbe le rayonnement solaire
infrarouge et se classe au troisieme rang des gaz a effet de serre avec une contribution au
forcage radiatif correspondant au quart de celle du CO, (IPCC 2001). La hausse actuelle de la
teneur en ozone troposphérique participe ainsi au renforcement de l'effet de serre et aux
changements climatiques qui en découlent. De plus, les propriétés oxydantes de la molécule
d’'ozone sont responsables de multiples effets néfastes. En tant qu’oxydant puissant, I'ozone
peut altérer certains matériaux : plastiques, caoutchouc, peintures, matériaux de construction,
etc. (Kucera & Fitz 1995, Lee et al. 1996, Massey 1999). Mais 'ozone troposphérique constitue

avant tout un polluant dont la toxicité touche le monde vivant en général et 'Homme en
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particulier. La participation de l'ozone a la pollution photochimique a été identifiée pour la
premiére fois dans les années 1940 dans le bassin de Los Angeles. La mise en évidence de la
présence dans l'air d’'un bactéricide connu a trés vite suscité des interrogations concernant ses
effets sur la santé. Depuis les années 1950 et les premiéres études faisant état de symptémes
associés a une exposition a une concentration élevée en ozone, les effets toxiques du polluant

sur la santé ont été largement étudiés.

11.3.1. Altération de la fonction pulmonaire

En tant que polluant gazeux, I'ozone affecte principalement le systéme respiratoire. Une
exposition a une concentration élevée en ozone réduit de maniere transitoire la capacité
pulmonaire, ce qui se traduit par des signes d’essoufflement et de géne, voire de douleur, a
l'inspiration (McDonnell et al. 1999). Cette altération de la fonction pulmonaire est associée a une
réduction marquée des parametres de capacité respiratoire (FEV;, FVC, TLC et IC) et a une
augmentation de la résistance des voies aériennes périphériques (Mudway & Kelly 2000). En
outre, une exposition a une dose élevée d’ozone augmente la réactivité des voies aériennes a
d’autres polluants (oxydes d’'azote ou de soufre) et a divers allergenes (particules, pollens) (Roux
et al. 2002). Les études portant sur les effets & plus long terme sur la fonction pulmonaire font
état d’une réduction, limitée mais irréversible, de la capacité pulmonaire (Mudway & Kelly 2000)

et d'un ralentissement du développement des poumons chez I'enfant (lhorst et al. 2004).

11.3.2. Dommages tissulaires et réponse inflammatoire

L’inhalation d’'une dose élévée d’ozone provoque de nombreux dommages au niveau de
I'épithélium pulmonaire : nécrose des cellules ciliées, déciliation et dégranulation des cellules
sécrétrices des voies aériennes supérieures, nécrose de pneumocytes de type | et des cellules
ciliées des bronchioles et altération de la perméabilité de I'épithélium pulmonaire (Mudway &
Kelly 2000). Une dose élevée d’'ozone peut aussi provoquer des réactions inflammatoires au
niveau des voies aériennes, caractérisées par une neutrophilie prononcée (Basha et al. 1994).
L'afflux de neutrophiles vers les poumons peut jouer un role bénéfique en favorisant I'élimination
des cellules nécrotiqgues et la régénération de [I'épithélium, mais peut aussi amplifier
linflammation et provoquer des dommages tissulaires. Les effets a long terme d’'une exposition
chronique a l'ozone incluent la modification de la composition cellulaire de [I'épithélium
pulmonaire, une perte de sa capacité de diffusion et de I'élasticité pulmonaire due a un dépét de
collagéne (Mudway & Kelly 2000).
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Figure 10 : Mécanismes de la toxicité de I'ozone au niveau du poumon et cibles cellulaires
majeures.

A. L'ozone, trés réactif mais peu hydrosoluble, se décompose dans le fluide surfactant tapissant
les poumons (lung lining fluid LLF) au contact de diverses molécules (protéines, lipides et
glucides) et des composés antioxydants (AA ascorbate, UA acide urique, GSH glutathion, o-
tocophérol). Ces réactions donnent naissance a des especes oxygénées réactives (ROS)
responsables de la propagation du stress oxydant vers I'épithélium pulmonaire. Le systeme
antioxydant limite la formation de ROS grace a lactivit¢ d’enzymes (GSH-PX glutathion
peroxydase, EC-SOD superoxyde dismutase extracellulaire) et la régénération des composés
antioxydants. B. L’exposition a 'ozone est associée a la migration vers la surface des poumons
de neutrophiles (Neut) pouvant provoquer un stress oxydant secondaire. Ce stress oxydant
cause des dommages sur certains types cellulaires sensibles (T.I.C. pneumocytes de type |, A.M.
macrophages alvéolaires, C.E.C. cellules épithéliales ciliées) et induit I'augmentation de la
population d’autres types cellulaires (Lymp lymphocytes, M.C. mastocytes).

Autres abréviations : Epi. épithélium, Inst. interstitum, Endo. endothélium, T.II.C. pneumocytes
de type Il, B.E.C. cellule épithéliale bronchique.

Source : Mudway & Kelly (2000) Molecular Aspect of Medicine, 21 : 1-48.
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11.3.3. Mécanismes de toxicité de I'ozone

Lorsqu'il est inhalé, I'ozone peut pénétrer assez profondément dans les voies aériennes.
On estime d’ailleurs que les voies périphériques recoivent les doses d’ozone les plus élevées et
sont les plus sensibles aux dommages associés (Miller et al. 1985). Pour autant, la réactivité
élévée de l'ozone et sa faible solubilité en milieu aqueux ne lui permettent pas de pénétrer
profondément dans les tissus des voies aériennes (Pryor 1992). En fait, 'ozone ne traverse
méme pas la premiére barriére rencontrée formée par le fluide tapissant les voies aériennes et
s'y décompose entierement selon un mécanisme dit d’absorption réactive (Langford et al. 1995).
Lorsque la concentration en ozone est faible, la majorité de I'ozone est neutralisée par divers
composés antioxydants (ascorbate, acide urique, glutathion, a-tocophérol) présents dans ce
fluide (Mudway & Kelly 2000). Lorsque la concentration en ozone est plus élévée, ou que celle
en antioxydants est réduite, 'ozone peut réagir avec d’'autres molécules telles que des protéines
et des lipides (figure 10). La réaction de I'ozone avec ces macromolécules génere des composeés
toxiques, moins réactifs mais plus stables que I'ozone lui-méme et capables de propager son
action oxydante vers les cellules épithéliales. Ainsi la toxicité de I'ozone ne résulte pas de son
interaction directe avec I'épithélium pulmonaire mais de I'action de produits secondaires issus de
sa décomposition dans le fluide tapissant les voies aériennes (Mudway & Kelly 2000). Ces
composés, regroupés sous le nom d’espéces oxygéneées réactives (ROS), sont responsables de
dommages cellulaires et tissulaires directs, mais jouent aussi un réle dans la transduction du

signal de toxicité (Pryor et al. 1995).

11.3.4. Epidémiologie

Les maladies respiratoires imposent chaque jour des restrictions d’activité a des millions
de personnes. Comme tout facteur altérant la fonction respiratoire, 'ozone est susceptible d’avoir
un impact économique et social significatif (Mudway & Kelly 2000). De plus, la toxicité de I'ozone
touche fortement les jeunes enfants dont les poumons ne sont pas pleinement développés et les
personnes dont la fonction pulmonaire est déja déficiente (Kinney & Ozkaynak 1991). Les
symptémes associés a des maladies respiratoires chroniques telles que 'asthme, la bronchite
chronique, 'emphyséme ou l'insuffisance respiratoire sont exacerbés en cas d’exposition aigué a
'ozone (Bernstein et al. 2004). Par ailleurs, méme si I'ozone ne constitue pas a lui seul un
facteur de mortalité, I'exposition au polluant peut contribuer a accélérer la mort de personnes
déja malades (COMEAP 1998).

Il est important de noter que le niveau basal actuel de la concentration en ozone dans la
troposphére est seulement trois a quatre fois inférieur aux niveaux d’ozone capables d’'induire les

effets négatifs décrits ici. En comparaison, les concentrations en dioxyde de soufre et d’azote
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considérées comme toxigues sont 100 a 1000 fois plus importantes que leurs niveaux de base

actuels.

11.3.5. Autres conségquences sur la santé

Si les effets de I'ozone sur la santé humaine se font principalement ressentir au niveau du
systeme respiratoire, d’autres conséquences de sa toxicité ont été plus récemment mises en
avant. L'irritation des tissus pulmonaires provoquée par I'ozone peut modifier les propriétés de
coagulation du sang (Hermans et al. 2005), ce qui peut favoriser I'obstruction de vaisseaux
sanguins et du méme coup augmenter les risques d’'angine de poitrine voire d'infarctus du
myocarde (Ruidavets et al. 2005). Une exposition aigué a I'ozone induit de surcroit une
vasoconstriction significative des artéres brachiales qui constitue un autre facteur de risque
d’accident cardiovasculaire (Brook et al. 2002). Par ailleurs, certains dérivés de la réaction de
'ozone avec des COV en milieu confiné peuvent aggraver les symptémes d'irritation des yeux
(Wolkoff et al. 2006). Enfin, 'ozone peut représenter un facteur de stress oxydant pour la peau

en affectant l'intégrité structurelle de la couche cornée (Weber et al. 2001).

11.3.6. Seuils de risques d’exposition a I'ozone

La présence dans I'air ambiant de teneurs en ozone capables d’'induire des dommages
physiologiques avérés a entrainé le développement d'un systeme d’indication des seuils de
risques associés au polluant, reposant sur I'établissement de seuils d’alerte en fonction de la
concentration ambiante en ozone. En France, le seuil d'information et de recommandation est
atteint lorsque la concentration en ozone dans l'air dépasse 180 pg.m™ (environ 90 ppb) en
moyenne horaire. Les seuils d’alerte sont fixés a 240 pg.m® (= 120 ppb) en moyenne horaire
durant 3 heures consécutives (niveau 1), & 300 pg.m™ (= 150 ppb) en moyenne horaire durant 3
heures consécutives (niveau 2) et a 360 pg.m™ (= 180 ppb) en moyenne horaire (niveau 3). Le
niveau d'information et de recommandation correspond a un niveau de concentration en ozone
au-dela duquel une exposition de courte durée a des effets limités et transitoires sur la santé des
catégories de la population particulierement sensibles (enfants, personnes agées, asthmatiques
et insuffisants respiratoires chroniques). Il comprend des actions d'information de la population,
des recommandations sanitaires aux catégories de la population particulierement sensibles, ainsi
que des recommandations et des mesures visant a réduire certaines des émissions polluantes,
telle que la recommandation de limiter la vitesse des véhicules a moteur. Le niveau d'alerte
correspond a un niveau de concentration en ozone au-dela duquel une exposition de courte
durée présente un risque pour la santé ou I'environnement. En plus des mesures d'information et

de recommandation, ce niveau comprend des mesures de restriction ou de suspension des
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Figure 11 : Relation entre le rendement relatif du blé (A.) et de la pomme de terre (B.)
et la dose cumulée d'ozone décrite par I'indice AF_ 6. La dose cumulée correspond a la
somme des valeurs horaires du flux stomatique d’'ozone intégrées sur une période de
970< :-jours, déterminé a partir d'un modéle de conductance stomatique et avec un
seuil minimal de flux instantané de 6 nmol.m=2.s1. Ces deux relations ont été établies a
partir de 13 expériences sur 4 sites européens (BE Belgique, Fl Finlande, IT Italie, SE
Suede) pour le blé et 8 expériences sur 4 sites (BE Belgique, FI Finlande, GE
Allemagne, SE Suede) pour la pomme de terre.

Source: Pleijelet al. (2007) Atmospheric Environmetl (14) : 3022-3040.
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activités concourant a la pollution, notamment de la circulation des véhicules. Les trois niveaux
d’alertes définis sont associés a I'activation ou au renforcement de certaines mesures selon la

gravité de I'épisode de pollution.

lll. Impact de I'ozone troposphérigue sur la végétation

Dans les années 1940, la mise en évidence de teneurs élevées en ozone dans l'air
ambiant de la région de Los Angeles a été suivie des premiéres observations de dommages
visibles sur la végétation. D’abord associés a la pollution photochimique en général (Middleton et
al. 1950, Haagen-Smit et al. 1952), ces symptdémes ont par la suite été clairement reliés a la
présence d'ozone (Heggestad & Middleton 1959). Depuis ces études originelles, I'impact de
'ozone troposphérique sur les plantes a été amplement documenté et I'ozone est aujourd’hui

considéré comme le premier polluant phytotoxique a I'échelle mondiale.

[11.1. Impact sur les espéces cultivées

11.1.1. Dommages visibles

L'apparition de symptémes foliaires - taches chlorotiques et nécrotiques, rougissement -
est la conséquence la plus visible de la pollution due a I'ozone troposphérique sur la végétation.
Ce type de dommages, associé a des épisodes de fortes concentrations en ozone, entraine des
pertes économigques immédiates pour les especes horticoles dont l'apparence revét une
importance particuliere. De tels symptémes sont régulierement observés en Amérique du Nord et
en Europe, notamment au niveau des cultures irriguées des régions méditerranéennes, mais

sont aussi signalés au Mexique, en Egypte, en Inde ou & Taiwan (Ashmore 2005).

111.1.2. Croissance et rendement

En plus et souvent indépendamment de ces symptdmes aigus, I'exposition chronique au
polluant est responsable de pertes significatives de croissance et de rendement pour de
nombreuses espéces de premiere importance agronomique. En Europe, I'exposition a I'ozone
pendant une saison de croissance peut réduire de 25 % le rendement du blé et de la pomme de
terre (figure 11) (Pleijel et al. 2007). Les résultats d’'une étude menée aux USA dans les années
1980 dans le cadre du NCLAN (National Crop Loss Assessment Network) montrent qu'une

concentration moyenne en ozone supérieure a 50 ppb sur une saison de végétation peut réduire
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Figure 12 : Effets d'une concentration élevée en ozone ([O,] > 30 ppb) sur le soja :
méta-analyse de 53 études publiées. La réponse des paramétres est déterminée a
partir du rapport moyen entre les valeurs mesurées pour les plants traités par rapport a
celles mesurées pour les plants en atmosphére filtrée. Chaque point correspond au
pourcentage de variation dans les plants traités par rapport aux plants en atmosphére
filtrée avec l'intervalle de confiance a 95% correspondant. La réponse a l'ozone est
considérée comme significative si l'intervalle de confiance ne couvre pas l'axe des
ordonnées. Le nombre de valeurs indépendantes pour chaque paramétre est indiqué
entre parentheses.

Source: Morgan et al (2004) Plant, Cell and Environmeri26: 1317-1328.
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le rendement annuel du soja de 10 % et celui du cotonnier de 12 % (Heagle 1989). Une méta-
analyse de I'impact de 'ozone sur le soja portant sur 53 publications a mis en évidence une
réduction de 20 % du rendement du soja en réponse a une exposition chronique, combinée a la
diminution d’'un grand nombre de parametres de croissance et physiologiques (figure 12)
(Morgan et al. 2003). Des pertes de rendement dues a I'ozone ont été rapportées pour le blé, le
riz et le soja au Pakistan, pour la tomate en Inde, pour le haricot au Mexique et pour le radis et le
navet en Egypte (Ashmore 2005). Le rendement du mais et des monocotylédones semble en

général moins affecté par le polluant (Felzer et al. 2007).

111.1.3. Photosynthése

L'effet négatif de I'ozone sur la croissance résulte principalement d’'une limitation de la
fixation du CO, atmosphérique (Fuhrer 2003) due a une réduction de I'activité et de la quantité
de la rubisco (Lehnherr et al. 1987, Enyedi et al. 1992) a laquelle s'ajoutent une dégradation
prononcée de la chlorophylle et une sénescence accélérée (Ojenpera et al. 1998). Pour un
certain nombre d’especes cultivées (blé, haricot, tomate, navet, potiron, fétuque) une réduction
marquée de la capacité de transport d’électrons photosynthétiques a été démontrée en réponse
a l'ozone (Fiscus et al. 2005). Chez le mais, des concentrations réalistes en ozone se sont
révélées capables de réduire a la fois la fixation du CO, et la photochimie (Leitao et al. 2007).
Pour cette espéce en C4, I'ozone affecte négativement I'activité des deux enzymes responsables
de l'assimilation du CO,, la rubisco et la PEPc. Chez les C3, ces deux enzymes montrent une
réponse opposée a l'ozone, linhibition de la rubisco étant coordonnée a une stimulatin de la

PEPc (pois Leitao et al. sous presse, pin d’alep Fontaine et al. 1999).

Les résultats concernant les conséquences d'une exposition a l'ozone sur les stomates
demeurent assez contradictoires. Il est généralement admis que la réduction de la conductance
stomatique en réponse au polluant serait un effet secondaire de I'atteinte de la photosynthese
plutbt qu’'une de ses causes, l'augmentation de la concentration interne en CO, initiant la
fermeture partielle des stomates (Fiscus et al. 1997). Pour autant, 'ozone pourrait avoir un effet
direct sur les cellules de garde via la formation de peroxyde d’hydrogéne et son action sur les

canaux calciques membranaires (Fiscus et al. 2005).

11.1.4. Allocation des photosynthétats

La restriction de la capacité photosynthétique dans les feuilles sources réduit la quantité
de glucides disponibles pour I'export vers les organes puits telles que les racines, les organes de
reproduction et les méristemes végeétatifs (Fuhrer & Booker 2003). La diminution de l'allocation

aux organes puits peut ainsi entrainer un déficit de croissance des parties racinaires par rapport
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Figure 13 : Pertes de rendement des récoltes due a l'ozone (en gigatonnes de
carbone par an) selon quatre scénarii de gestion future des émissions.
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aux parties aériennes (Grantz et al. 2006) et une réduction du rendement des récoltes via une
restriction de I'allocation aux graines et aux fruits (Black et al. 2000). Un effet négatif direct sur la
capacité d'allocation des organes sources a été montré chez le cotonnier et pourrait contribuer
de fagon importante a la réduction de croissance globale due a I'ozone (Grantz 2003). Cette
inhibition de la fonction de charge du phloéme pourrait mettre en jeu des dommages oxydatifs

sur les transporteurs membranaires impliqués (Grantz & Farrar 1999).

111.1.5. Reproduction

Les processus liés a la reproduction peuvent étre touchés par I'exposition a I'ozone.
Divers effets ont été rapportés pour les plantes cultivées : inhibition de la germination du pollen
et de la croissance du tube pollinique, déclenchement retardé de la floraison, modification des
caractéristiques florales, réduction du nombre de fleurs produites, perte de rendement en fruits et
en graines, réduction du taux de germination des graines et de la vigueur des pousses (Black et
al. 2000). Ces effets ont été observés pour des plantes dont les organes végétatifs et
reproducteurs étaient exposés a I'ozone simultanément et peuvent donc provenir indifféremment
de dommages directs au niveau des organes reproducteurs ou résulter des dommages aux
organes végétatifs, via la réduction de la photosynthése et de I'export d’assimilats. Des
expériences d’exposition directe des organes reproducteurs ont toutefois montré que I'ozone
pouvait altérer le développement floral, réduire le nombre de graines, modifier leur qualité et la

vigueur de pousses (Black et al. 2000).

111.1.6. Autres aspects agronomigues

L’exposition & I'ozone a en outre des conséquences sur la qualité de divers produits
agricoles : augmentation de la concentration en azote dans le grain de blé, altération de la
qualité des fibres de coton, du tubercule de pomme de terre et de la pastéque ou diminution de
la teneur en huile, en protéines et en glucides dans les graines de colza (Black et al. 2000).
L'ozone est aussi susceptible de modifier I'impact d’autres facteurs de réduction de croissance,
maladies, prédation et compétition avec des especes adventices (Fuhrer 2003). La hausse des
teneurs en glucides dans les feuilles de plants de blé traités a I'ozone parait ainsi favoriser la
prédation par les insectes. Des effets directs sur les especes prédatrices ont aussi été
constatés : augmentation de I'oviposition sur le tabac, accroissement du taux de survie et de
croissance de certaines larves. La sensibilité des plantes aux maladies est modifiée par I'ozone
de facon variable. On a ainsi observé une accentuation des symptémes foliaires associés a
diverses maladies chez le blé, mais une résistance accrue chez l'orge, la fétuque et colza. La

sensibilité du blé au mildiou semble réduite lors d’une exposition a 'ozone mais la fréquence
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d’infection par des pathogénes facultatifs est accrue. Enfin, 'ozone est susceptible de modifier
les relations entre espéces cultivées et adventices en compétition pour les mémes ressources
(Fuhrer 2003) ainsi que les interactions plantes-microorganismes dans la rhizosphere (Fuhrer &
Booker 2003). Ces deux aspects restent toutefois assez méconnus, tout comme les
conséquences de l'augmentation de la concentration en ozone sur la qualité du fourrage.
L'impact du polluant sur le métabolisme des herbacées pérennes de prairie et de paturage
provoque des modifications de la compaosition chimique des feuilles ainsi qu’'une sénescence
précoce, ce qui entraine une altération de la digestibilité des parties aériennes par les ruminants
(Ashmore 2005).

11.1.7. Impact sur les agroécosystemes

A I'échelle mondiale et selon la gestion future des émissions de gaz a effet de serre et de
polluants, la hausse de la concentration en ozone dans la troposphére prévue pour 2100 pourrait
réduire le rendement global des récoltes de 16 % selon le scénario le plus optimiste, et de 64 %
selon les prédictions les plus pessimistes (figure 13) (Reilly et al. 2007). D’'un point de vue
économique, les colts engendrés par les pertes de production agricole dues a I'ozone atteignent
a I'heure actuelle de 2 a 4 milliards de dollars aux Etats-Unis et 4 milliards d’Euros en Europe
(Ashmore 2005). La surface agricole exposée a des concentrations en ozone susceptibles de
réduire de 10% leur rendement pourrait passer de 9-35 % en 1985 a 30-75 % en 2020
(Chameides et al. 1994), et cette augmentation pourrait concerner en grande partie I'Asie (Wang
& Mauzerall 2004).

[11.2. Impact sur les arbres forestiers

111.2.1. Symptémes visibles et croissance

Les programmes de surveillance mis en place en Amérique du Nord et en Europe ont
démontré que les symptémes visibles observés en réponse a I'ozone étaient répandus au sein
de la végétation naturelle, et en particulier chez les espéces forestieres sensibles (Ashmore
2005). De tels symptdbmes ont ainsi été décrits dans les régions montagneuses boisées autour
de Mexico, ou on observe une situation et des teneurs en ozone comparables a celles des
montagnes de San Bernardino proches de Los Angeles (Miller et al. 1994). Mise a part quelques
espéeces (tulipier, pin loblolly et pin blanc) pour lesquelles une corrélation entre symptémes
foliaires et réduction de croissance a été mise en évidence, une exposition chronique a I'ozone
peut toucher la physiologie de nombreuses espéces d’arbres sans apparition de dommages

visibles (Felzer et al. 2007). La plupart des effets physiologiques de I'ozone sur les plantes
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cultivées peut s’appliquer aux arbres, qui apparaissent toutefois moins sensibles. En comparant
20 études en chambres a ciel ouvert (open top chambers, OTC) portant sur une gamme étendue
de plantes, Reich (1987) a évalué la réduction de croissance causée par une dose cumulée
d’'ozone de 20 ppm-h sur une saison de végétation a 7 % pour les coniféres, 36 % pour les
arbres caducifoliés et 73 % pour les espéeces cultivées, avec une diminution moins prononcée de
I'assimilation nette de CO, de 3 % pour les coniferes, 13 % pour les arbres caducifoliés et 30 %
pour les especes cultivées. La différence de sensibilité a I'ozone entre coniféres, feuillus et
espeéces cultivées est généralement attribuée aux variations de conductance stomatique. Le flux
d'ozone entrant dans les tissus foliaires étant corrélé a la conductance stomatique, les espéeces
cultivées herbacées, qui présentent la conductance la plus élévée, seraient les plus sensibles au
polluant et les coniféres, dont la conductance stomatique est plus faible, les plus résistants, avec

les arbres caducifoliés en situation intermédiaire.

111.2.2. Photosynthése

Saxe (2002), dans une étude comparable portant sur 39 espéces d'arbres, a déterminé
une réduction significative de la photosynthese de 35 % pour les arbres caducifoliés et de 21 %
pour les coniferes exposés a une dose cumulée moyenne de 7,8 ppm-h. Ces valeurs sont
associées a une diminution non significative de la conductance stomatique de 21 % pour les
feuillus et de 16 % pour les coniferes. Plus récemment, une étude fondée sur une méta-analyse
statistique de plusieurs centaines de résultats publiés sur les arbres indique une réduction de
11 % de l'assimilation nette de CO, a lumiére saturante (Asy) et de 13 % de la conductance
stomatique (gs) pour une exposition chronique a une concentration moyenne en ozone de 47 et
42 ppb respectivement (figure 14) (Wittig et al. 2007). Chez les angiospermes, I'0zone réduit Agy
et gs de 14 % et 16 % respectivement alors que les gymnospermes n’affichent pas de réponse
significative. Il est important de noter que ces valeurs ont été calculées pour des arbres soumis a
des concentrations ambiantes en ozone par rapport & des arbres placés en atmosphére filtrée
par charbon actif (charcoal-filtered, CF). Lorsque les arbres en atmosphére filtrée sont comparés
aux arbres exposés a des teneurs élevées en ozone (85 et 91 ppb), la photosynthese est plus
fortement affectée (-19 %) alors que la conductance stomatique montre une diminution
équivalente (-10 %). De plus, gymnospermes et angiospermes sont touchés de la méme
maniere. Les résultats de cette étude indiquent que (i) la concentration actuelle en ozone dans la
troposphére est susceptible de réduire de facon significative la photosynthese des arbres
gymnospermes des foréts tempérées et boréales, largement majoritaires dans cette étude, et
que (ii) ces effets négatifs pourraient empirer et toucher les coniféres si la teneur en ozone
troposphérique continuait & augmenter (Wittig et al. 2007). Ces conclusions sont d’autant plus

significatives que les écosystemes forestiers tempérés et boréaux représentent environ 17 % de
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la productivité primaire nette (NPP) et 29 % de la capacité de séquestration de CO, des

écosystemes terrestres (Grace 2004).

La baisse de la conductance stomatique ne peut pas expliquer en totalité la réduction de
I'assimilation nette de CO, due a 'ozone (Wittig et al. 2007). Mesurée la plupart du temps apres
I'atteinte de la photosynthése, la fermeture stomatique en serait plutét un effet secondaire, lié au
maintien du C; (Noormets et al. 2001). La restriction de la capacité photosynthétique résulte
d’effets combinés sur les processus anaboliques (cycle de Calvin) et photochimiques (pigments,
photosystemes) (Saxe 2002). La rubisco apparait particulierement sensible a I'ozone (Pell et al.
1994b). Sur une saison de croissance entiére, Dizengremel et al. (1994) ont montré chez le pin
loblolly une réduction paralléle de la photosynthése et de I'activité rubisco (figure 15). Chez le pin
d’'alep, une diminution de la quantité de protéines de la grande sous-unité de la rubisco et de la
rubisco activase est corrélée a la baisse de I'activité rubisco (Pelloux et al. 2001). L'effet d'une
exposition chronique a I'ozone sur la rubisco a aussi été rapporté chez les angiospermes :
peuplier (Pell et al. 1992), érable a sucre (Gaucher et al. 2003), hétre (Lutz et al. 2000) et
bouleau (Matyssek et al. 1991). A la réduction de la fixation du CO, par la rubisco s’'ajoutent des
perturbations des processus photochimiques: diminution des teneurs en pigments
photosynthétiques (chlorophylles et caroténoides) et déstabilisation de I'antenne collectrice du
PSII (Saxe 2002). On estime toutefois que les processus de fixation du CO, - cycle de Calvin en
général, et rubisco en particulier - sont plus sensibles a l'ozone que ceux associés a la
photochimie (Saxe 2002).

111.2.3. Sénescence foliaire accélérée

La sénescence foliaire accélérée en réponse a une exposition chronique a 'ozone est un
symptébme commun a un grand nombre de plantes (Pell et al. 1997). Un tel phénoméne a été
observé chez diverses especes d’arbres : hétre (Nunn et al. 2005), bouleau (Paakkoénen et al.
1997), peuplier (P. nigra, Bortier et al. 2000b; P. maximowiczii, Brendley & Pell 1998; P. tremula
Matyssek et al. 1993), chéne vert, olivier et caroubier (Ribas et al. 2005). Certains effets
physiologiques de I'ozone, en patrticulier la dégradation de la chlorophylle et de la rubisco, sont
semblables aux événements associés a la sénescence foliaire naturelle (Keech et al. 2007),
mais les mécanismes en jeu restent incertains. La dégradation de la chlorophylle et de la rubisco
pourrait étre une conséquence directe de I'exposition a I'ozone et initier la sénescence foliaire,
ou résulter du déclenchement de la sénescence foliaire par I'ozone par d’autres voies (Pell et al.
1994a). Dans certains cas, la sénescence précoce peut étre compensée par une production
accrue de nouvelles feuilles (Woodbury et al. 1994), mais la mise en place d’'un tel mécanisme
compensatoire se ferait au détriment de I'export de photosynthétats vers les racines (Ashmore
2005).
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111.2.4. Allocation de carbone aux racines

La réduction de I'allocation de carbone aux parties racinaires est une réponse effective et
générale, bien que variable, des plantes a 'ozone (Grantz et al. 2006). Concernant les arbres,
une augmentation de la teneur en glucides dans les feuilles, indicatrice d’'une possible diminution
de I'export de carbone vers les organes puits, a €té mise en évidence pour des plants juvéniles
de bouleau (Oksanen & Rousi 2001) et de peuplier (Landolt et al. 1994) exposés au polluant.
Une réduction de la croissance racinaire a été de surcroit mesurée pour des pins ponderosa
adultes de la région de Los Angeles, exposés en milieu naturel a de fortes concentrations en
ozone (Grulke et al. 1998). Plus récemment, une étude méta-analytique réalisée par Grantz et al.
(2006) indigue une réduction moyenne de 24 % du coefficient allométrique de répartition de la
biomasse entre parties racinaires et aériennes pour huit espéces d’'arbres forestiers. Selon un
modele de croissance du tremble, I'ozone pourrait aussi réduire la croissance racinaire en
provoquant la sénescence accélérée des feuilles basses de la canopée, principales sources de

photosynthétats pour les racines (Martin et al. 2001).

111.2.5. Reproduction

Contrairement aux espéces cultivées, peu de données sont disponibles quant aux effets
du polluant sur la reproduction des arbres. On peut cependant penser que I'ozone, en altérant la
photosynthése et la capacité d’export des assimilats, est susceptible d’entrainer pour les arbres
également une restriction de l'allocation d’assimilats vers les organes reproducteurs (Saxe
2002). L’inhibition par 'ozone du taux de germination du pollen et de la croissance du tube

pollinique observée chez six arbres fruitiers (Hormaza et al. 1996) confirme cette présomption.

111.2.6. Respiration mitochondriale

La stimulation de la respiration mitochondriale et des processus cataboliques constitue un
autre effet important de I'ozone sur la physiologie de I'arbre (figure 17). Une augmentation de la
respiration mitochondriale foliaire en réponse a une exposition chronique a notamment été
mesurée chez le peuplier, le bouleau, I'épicéa, le pin sylvestre (Dizengremel 2001) et I'érable a
sucre (Tjoelker et al. 1995). Cette augmentation du dégagement de CO, lié aux dégradations
oxydatives mitochondriales est accompagnée par la stimulation de 'activité d’enzymes associées
aux processus cataboliques, glycolyse, voie des pentoses phosphate et cycle de Krebs
(Dizengremel 2001). Parmi ces enzymes, la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPc) se montre
particulierement sensible a une exposition a I'ozone puisque son activité est stimulée deux a cing

fois selon les especes (Dizengremel 2001). Chez les plantes en C3, l'activité catalytique de la
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PEPc contribue a la voie anaplérotique d’approvisionnement du cycle de Krebs en squelettes
carbonés lorsque la demande associée a la synthése d’'acides aminés est forte (Chollet et al.
1996). Lors d’'une exposition a I'ozone, la stimulation de la PEPc pourrait permettre de maintenir
I'alimentation du cycle de Krebs malgré la baisse de la photosynthése (Tietz & Wild 1991). Plus
généralement, I'activation du catabolisme en réponse a I'ozone témoigne d’une demande accrue
en énergie et en pouvoir réducteur pour le métabolisme secondaire et les processus de

détoxication et de réparation (Pell et al. 1997, Saxe 2002).

111.2.7. Métabolisme secondaire et systeme antioxydant

Une accumulation de composeés dits de stress, issus du métabolisme secondaire, est
observée dans les feuilles de diverses espéces d'arbres en réponse a I'ozone (Langebartels et
al. 1997). La nature de ces métabolites est variable : flavonoides (anthocyanes, catéchine),
phytoalexines (stillbénes), polyphénols pariétaux (lignines), polyamines (putrescine). Tous
présentent, a un degré variable, un réle potentiel de protection. Sous ozone, I'accumulation de
ces composés est accompagnée de la stimulation de I'activité de plusieurs enzymes clés de la
voie de biosynthése des polyphénols: phénylalanine amino-lyase (PAL), shikimate
déshydrogénase (SHDH), stillbéne synthétase (STS), pinosylvine méthyl-transférase (PMT), et
chalcone synthétase (CHS) (Dizengremel 2001). L'exposition & I'ozone mobilise en outre les
processus de détoxication et de réparation (Kangasjarvi et al. 1994), ce qui entraine des colts
métaboliques supplémentaires pour la synthése des composés antioxydants (ascorbate,
glutathion, a-tocophérol) et le fonctionnement des enzymes associées (superoxyde dismutase,
catalase, ascorbate peroxydase, glutathion-S-transférase) (Pell et al. 1997, Tausz et al. 2007).
L’activation du métabolisme secondaire et du systéme antioxydant impose des colts
métaboliques importants alors méme que I'apport de carbone et d’énergie via la photosynthese
est réduit, ce qui déséquilibre davantage le budget métabolique de I'arbre (Wieser & Matyssek
2007). Méme si la mobilisation des réserves carbonées permet un ajustement limité, une
exposition prolongée a I'ozone compromet la capacité d’accumulation de biomasse et de mise en

réserve de l'arbre (figure 18).

111.2.8. Impact sur les écosystemes forestiers

La majorité des dommages physiologiques présentés ici peut étre provoquée par une
exposition a des concentrations régulierement atteintes dans la nature et les effets négatifs de
'ozone sur la physiologie et la croissance de l'arbre sont susceptibles de se répercuter a
I'échelle de I'écosysteme. L'utilisation de modeles globaux permet de simuler I'exposition de la

végétation a I'échelle terrestre (Fowler et al. 1999a). Le modéle STOCHEM de chimie-transport
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de I'ozone troposphérique (Collins et al. 1997) a été utilisé pour simuler la distribution globale de
'ozone troposphérique de 1860 a 2100 (Fowler et al. 1999b). En superposant les cartes
obtenues a celles des couverts forestiers, il est possible d'estimer la surface de forét
potentiellement exposée a une concentration critique en ozone fixée a 60 ppb (Fowler et al.
1999a), concentration effectivement capable d’induire des effets physiologiques significatifs sur
les arbres forestiers (Wittig et al. 2007). Les résultats obtenus indiquent que la surface de forét
exposée a des épisodes ou la concentration en ozone dépasse 60 ppb passe de 0 en 1860 a
2 millions de km2 en 1950, ce qui correspond a 6 % de la surface boisée totale (Fowler et al.
1999a). La surface de forét exposée atteint 6 millions de km2 en 1970, soit 18 % de la surface
totale de forét, puis 8 millions de kmz2 soit 24 % en 1990. Selon un scénario réaliste de gestion
des émissions, prés de la moitié de la surface forestiere totale serait susceptible en 2100 de
subir des épisodes de concentration critique en ozone (Fowler et al. 1999a). Méme si de telles
prédictions demeurent spéculatives, ces valeurs témoignent de I'importance de la menace que
représente la hausse de la concentration en ozone troposphérique pour les écosystemes
forestiers.

[11.3. Indices et seuils critiques d’exposition a I'ozone

La mise en évidence des effets négatifs de I'ozone sur la croissance des espéces
cultivées et forestieres a encouragé la mise au point d’indices permettant de relier les pertes en
productivité a I'exposition a I'ozone. Les premiers indices utilisés reposaient sur la détermination
d’'une moyenne journaliére de concentration en ozone calculée pour un intervalle de temps de 8
ou 12 heures de jour. Par la suite, des indices plus pertinents du point de vue biologique et plus
performants pour la prédiction des effets de I'ozone ont été utilisés pour établir une relation
exposition/réponse (figure 19). Le premier de ces indices correspond a la somme des moyennes
horaires de concentration en ozone dépassant un seuil donné, par exemple 60 ppb pour I'indice
le plus commun, le SUM06. Une seconde catégorie d’indices, dont le W126, est basée sur la
pondération par une fonction sigmoide de I'ensemble des concentrations horaires en ozone
(Fiscus et al. 2005). Enfin, les indices de type AOTx (accumulated dose over a threshold of
X ppb) sont calculés en sommant les différences entre les moyennes horaires de concentration
en ozone et une valeur fixe de x ppb, en annulant les termes négatifs (Fuhrer et al. 1997). En
1993, l'usage d’'un indice de ce type, 'AOT40, a été validé par la Commission Economique pour
'Europe de 'ONU (UNECE) pour I'évaluation des risques liés a 'ozone pour la végétation en
Europe (Karenlampi & Skarby 1996). L'utilisation d’un seuil minimal ou d’'une pondération par
une fonction sigmoide refléte la capacité de détoxication de la plante et permet d’éliminer les
concentrations horaires en ozone trop faibles pour induire des effets physiologiques. De plus, ce

type d'indices présente I'avantage de reposer sur la mesure physique, relativement fiable et
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Figure 20 : Relation entre la production de biomasse relative et la dose d’'ozone
cumulée déterminée par différents indices pour le bouleau (Betula pendula).
Indice baseé sur le flux stomatique d’ozone (Fo,) :
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Indices basés sur la concentration ambiante en ozone :
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d) SUMO06 = 2[O,] pour [O,] > 60 ppb
Le coefficient de corrélation de la relation déterminée pour chaque indice a
partir des mémes données est indiquée.
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aisée, de la concentration ambiante en ozone. Les moyennes horaires calculées selon les
modalités relatives a chaque indice sont ensuite cumulées sur un intervalle de temps donné,

journée ou saison de végeétation, sous la forme d’'une dose cumulée exprimée en ppm-h.

A partir de tels indices et d’expériences en OTC, des niveaux critiques correspondant & une
exposition & 'ozone susceptible de réduire I'accumulation de biomasse de 10%, ont été définis
pour la végétation en Europe (Paoletti & Manning 2007). Pour les céréales, le niveau critique
annuel d’exposition correspond a un AOT40 de 3 ppm-h calculé sur une période de trois mois
(généralement mai-juillet) et ne prenant en compte que les heures avec un éclairement minimal
de 50 W.m™? (Karenlampi & Skarby 1996). Pour les arbres, le niveau critique d’AOT40 est fixé & 5
ppm-h pour une période de croissance de six mois (généralement avril-septembre) et un
éclairement minimal de 50 W.m™? (Karenlampi & Skarby 1996). Ces niveaux critiques ont été
récemment remis en cause pour (i) le faible nombre d’expériences prises en compte (17 pour les
céréales et 3 pour les arbres), (i) le nombre restreint d’especes étudiées (blé pour les céréales
et hétre pour les arbres), (iii) la grande variabilité des données utilisées (Griinhage & Jager
2003). De plus, certaines études ont montré pour certaines especes d'arbres de forét des effets

appréciables d’'une exposition nocturne a I'ozone (Oksanen & Holopainen 2001).

On s’oriente ainsi depuis quelques années vers la conception d’indices d’exposition basés sur le
flux d’ozone entrant dans les tissus foliaires, correspondant a une dose cumulée d’ozone (CUO,
cumulative uptake of ozone). On parle aussi de flux stomatique cumulé (AFs, accumulated
stomatal flux of ozone) auquel on peut appliquer un seuil de flux instantané de x nmol.m?.s™
(AFsx) qui reflete la capacité de détoxication des tissus foliaires. En prenant en compte la
guantité d’'ozone réellement au contact des tissus photosynthétiques foliaires, ce type d’'indices
permet de définir une relation dose/effet plus pertinente d’'un point de vue biologique. Comme le
montre l'augmentation du coefficient de corrélation R2 entre biomasse relative et indice
d’exposition a I'ozone (figure 20), la performance de ce type d’indice pour prédire les pertes de
croissance dues a l'ozone apparait supérieure a celle de 'AOT40 (Uddling et al. 2004). Les
relations dose/effet établies pour le blé et la pomme de terre (Pleijel et al. 2007) et le bouleau et
le hétre (Karlsson et al. 2007) ont permis de définir des seuils critiques d’exposition a I'ozone
sous la forme d’une dose cumulée annuelle susceptible de réduire la croissance de 10%. Pour le
blé et la pomme de terre, les niveaux critiques annuels correspondent a un AF6 de 1 et
5 mmol.m?2.s* respectivement. Pour le hétre et le bouleau, c'est I'indice AF41,6 qui s’est montré
le plus performant pour expliquer la réduction de croissance et la dose cumulée critique a été

évaluée & 4 mmol.m?.s™ (Paoletti & Manning 2007).

Le calcul des indices de flux stomatique d’ozone repose sur la conductance stomatique pour la
vapeur d’eau, dont la mesure en continu reste assez contraignante. Pour pallier a ce probleme,

la conductance stomatique est calculée plutét que mesurée grace a des modéles (Emberson et
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al. 2000a, Karlsson et al. 2004). Ces modeles intéegrent un ensemble de parametres
spécifiques de I'espece étudiée : conductance stomatique maximale et minimale mesurée a
intensité lumineuse saturante et évolution de la conductance en fonction de la phénologie des
feuilles, de l'intensité lumineuse, de la température et du déficit de pression de vapeur d’eau
(Pleijel et al. 2007). Ce type de modéle donne acces a la conductance stomatique a partir de

variables physiques mesurées en continu sur le terrain, et peut étre appliqué a grande échelle.

La capacité de détoxication de la plante est traduite par un seuil de flux instantané appliqué aux
indices d’exposition a l'ozone basés sur le flux stomatique. La valeur de ces seuils est
déterminée de maniére empirique en conservant le seuil fournissant la meilleure corrélation
dose/effet. De plus, les résultats obtenus sur quelgues espéces seulement sont généralisés a
'ensemble des espéces cultivées ou des arbres. En conséquence, I'amélioration de I'évaluation
des risques pour la végétation liés a I'exposition a I'ozone passe par I'élaboration d’indices
prenant en compte plus finement la capacité de détoxication et la réponse du métabolisme
cellulaire et leurs variations interspécifiques (Tausz et al. 2007, Wieser & Matyssek 2007,
Paoletti & Manning 2007).

V. Mécanismes d’action de I'ozone a I'’échelle cellulaire

IV.1. Diffusion dans les tissus foliaires

Le transfert entre I'atmosphere et la végétation des polluants gazeux tels que l'ozone
s'opéere principalement par transfert turbulent, les processus moléculaires n’intervenant qu'a une
distance inférieure & 1 mm des surfaces (Fowler et al. 1999a). Les mouvements de turbulence
dans les couches d'air proches de la surface terrestre proviennent de la trainée de frottement
associée a cette surface. Les couverts forestiers, qui forment des surfaces trés irrégulieres,
génerent une trainée de frottement importante, ce qui amplifie I'effet de turbulence. Le taux de
transfert turbulent entre I'atmosphére et les foréts est ainsi dix fois supérieur a celui observé au
dessus des couverts plus réguliers (prairies, champs), ce qui fait des foréts un puits de dépét
important pour les polluants atmosphériques (Fowler et al. 1999a). Lorsqu’'un mouvement
turbulent de l'air améne l'ozone a proximité de la surface foliaire, la premiére résistance
rencontrée est la résistance relativement faible de la couche limite, qui varie en fonction de la
surface de la feuille et de I'agitation de I'air (vent, turbulence). Avant de pénétrer dans les tissus
foliaires, 'ozone rencontre ensuite deux résistances en dérivation, la résistance associée a la
cuticule et celle associée aux stomates (figure 21). La cuticule représente une barriere quasi-

absolue a la diffusion des gaz (Muller & Riederer 2005). In vitro, les cires épicuticulaires se
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montrent ainsi particulierement résistantes a I'ozone (Jetter et al. 1996, Vanhatalo et al. 2001) et
le flux a travers la cuticule est en conditions naturelles au minimum 10000 fois plus faible que le
flux stomatique (Kerstiens & Lendzian 1989). Par conséquent, la diffusion de I'ozone dans les
tissus foliaires repose presque exclusivement sur les échanges gazeux stomatiques. Malgré la
masse moléculaire supérieure, et donc la diffusivité plus faible, de 'ozone par rapport a la vapeur

d’eau, le polluant diffuse sans difficulté dans la cavité sous-stomatique.

IV.2. Réactions dans I'apoplasme

Dans I'apoplasme, les processus moléculaires deviennent prépondérants et I'ozone peut
s'y décomposer selon trois modalités. Il peut d'abord réagir en phase gazeuse avec des
composés émis par la plante comme [I'éthylene, le monoxyde d'azote ou des composés
organiques volatils. Parmi les COV, l'isopréne est émis par la plupart des arbres et se montre
particulierement réactif vis-a-vis de I'ozone (Sharkey & Yeh 2001). En éliminant une partie de
'ozone avant que celui-ci n’entre en contact avec les tissus, l'isopréne pourrait jouer un réle
antioxydant (Loreto et al. 2001), dont le bénéfice semble atténué par les colts métaboliques
importants associés a sa biosynthese et I'implication des COV dans la formation de l'ozone
troposphérique (Fiscus et al. 2005). Des travaux récents renforcent néanmoins I'’hypothése d’'un
réle bénéfique de l'isopreéne dans la résistance des plantes a I'ozone (Loreto & Fares 2007). La
réactivité des monoterpénes, COV majoritairement émis par les céréales, vis-a-vis de I'ozone a
été moins étudiée mais des analogies sont possibles (Fiscus et al. 2005). L'éthylene et le
monoxyde d’'azote émis sont tous deux capables également de réagir avec I'ozone, mais leur
faible taux d’émission leur confére un réle dans la signalisation plutét que dans la détoxication

directe.

Si la concentration des composés volatils n’est pas suffisante pour éliminer la totalité de I'ozone,
ce dernier réagit en phase liquide au niveau de l'interface entre espaces intercellulaires et paroi
cellulaire, dans la paroi cellulaire elle-méme et au contact de la membrane plasmique. La
réaction de l'ozone avec diverses molécules de I'apoplasme (eau, protéines, cellulose, etc.)
entraine la formation de ROS qui peuvent a leur tour attaquer la membrane plasmique. L'action
antioxydante de l'ascorbate, présent a des concentrations appréciables dans I'apoplasme,
contribue en grande partie a la capacité de détoxication de ce compartiment (Smirnoff & Wheeler
2000). A ce titre, I'ascorbate est généralement considéré comme la premiére ligne de défense
contre I'ozone (Polle et al. 1995). Si la capacité antioxydante apoplastique est dépassée, 'ozone

et les ROS dérivées réagissent avec la membrane plasmique.
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Figure 22 : Systeme antioxydant cellulaire.

Les espéces oxygénées réactives (ROS) dérivées de I'ozone (anion superoxyde O, ", radical
hydroxyle HO', radical perhydroxyle HOZ' et peroxyde d’hydrogéne H,O,) et issues de la
photochimie (oxygene singulet 0,) sont pris en charge par des composés non enzymatiques
(ascorbate, glutathion, a-tocophérol ou vitamine E, caroténoides) et par l'activité de diverses
enzymes (SOD, catalase, APX, MDHAR, DHAR, GR). Le cycle de Halliwell-Asada-Foyer figure
en grisé dans la partie droite du schéma.

Source : Biochemistry & Molecular Biology of Plants, B. Buchanan, W. Gruissem and R. Jones Eds.
© 2000, American Society of Plant Physiologists
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IV.3. Stress oxydatif cellulaire

L'atteinte de la membrane plasmique, en particulier par la peroxydation des lipides
polyinsaturés membranaires, constitue une étape critique de I'exposition & I'ozone pour la cellule.
D’une part, cette étape initie la propagation du stress oxydatif vers l'intérieur de la cellule. D’autre
part, elle représente le point de départ de plusieurs voies de signalisation potentielles (figure 22)
(Baier et al. 2005). Dans leur ensemble, les effets physiologiques de I'ozone sur les plantes
proviennent a la fois de la cytotoxicité directe des ROS et des réponses de la cellule
déclenchées par les voies de signalisation faisant intervenir ces mémes ROS (Foyer & Noctor
2005).

Dans le cytosol, le stress oxydatif généré par 'ozone est limité plus ou moins efficacement par le
systeme antioxydant cellulaire, dont la principale composante est le cycle de Halliwell-Asada-
Foyer (Noctor & Foyer 1998). Ce cycle débute dans I'apoplasme ou dans le cytosol par la
réduction des ROS par l'ascorbate, lui-méme oxydé en déhydroascorbate (DHA) (figure 22).
Dans le cytosol, I'ascorbate est régénéré par une enzyme, la DHA réductase, qui utilise le
glutathion réduit (GSH) en tant que donneur d'électrons. Le glutathion réduit est a son tour
régénére par la glutathion réductase au prix de I'oxydation d’'une molécule de NADPH issue des
processus photochimiques et cataboliques. Le systeme antioxydant comprend de plus diverses
enzymes capables de prendre en charge les ROS. La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la
réduction de lion superoxyde (O,") en peroxyde d’hydrogene (H,O,), lui-méme réduit par
différentes peroxydases (catalase, ascorbate peroxydase, glutathion peroxydase) (Pell et al.
1997). Enfin, divers composés secondaires sont également capables de réduire les ROS : o-

tocophérol (ou vitamine E), polyamines, xanthophylles.

Le systeme antioxydant dans son ensemble a pour fonction de maintenir le niveau de ROS sous
un seuil de cytotoxicité. Si le rapport entre capacité antioxydante et ROS penche en la faveur de
ces derniers, I'équilibre redox est rompu et I'hnoméostasie de la cellule est menacée. De plus, le
fonctionnement du systeme antioxydant et la synthese de ses composants, enzymatiques ou
non, reposent pleinement sur la production d’énergie (ATP) et de pouvoir réducteur (NAD(P)H)

par le métabolisme cellulaire et implique des colits métaboliques importants.

IV.4. Déclenchement de la mort cellulaire

Chez certaines especes, lI'exposition a lI'ozone conduit & l'apparition de symptdmes
foliaires sans que la photosynthese ne soit touchée a I'échelle de la plante entiére. Ces
dommages visibles présentent I'aspect de taches chlorotiques ou nécrotiques semblables aux
lésions associées a la réponse d’hypersensibilité observée lors d'une réaction d’'incompatibilité

entre une plante et un pathogéne (Langebartels et al. 2002). Chez ces espeéeces, I'ozone
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D’apres Kangasjarvi et al. (2005)dikt, Cell and Environmen28: 1021-1036.
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déclenche un ensemble d’événements communs a la réponse d’hypersensibilité (HR) : induction
d'un pic oxydatif apoplastique (oxidative burst), accumulation de composés phénoliques,
synthese de protéines de type PR (pathogenesis-related) et apparition de zones nécrotiques
(Overmyer et al. 2003). Le processus de mort cellulaire oxydative commun a la réaction
d’'incompatibilité plante/pathogéne et a la réponse a I'ozone chez certaines espéces fait intervenir
les ROS, le monoxyde d’azote, les dérivés de la peroxydation lipidique et des phytohormones
(acide salicylique et éthyléne) dans une boucle d’amplification qui entraine la propagation de la
mort cellulaire, tandis que deux autres phytohormones (acide jasmonique et acide abscissique)
limitent quant & elles la progression du cycle (figure 23) (Kangasjarvi et al. 2005). Cette stratégie
de la terre brllée a pour but de restreindre le développement du pathogéne dans les tissus
foliaires. De plus, la réaction de type HR induit la mise en place d’'une résistance locale et
systémique (Langebartels et al. 2002). Dans le cas de I'exposition a I'ozone, le bénéfice pour la
plante de la formation de zones nécrotiques apparait moins évident, si bien que I'on considere
que I'apparition de symptémes de type HR en réponse a I'ozone résulte du déclenchement fortuit
par le polluant d'un ensemble de processus dédiés normalement a la réponse a un stress
biotique. L’action de l'ozone est ainsi devenue un modéle d’étude de la mort cellulaire
programmeée chez les plantes (PCD) et de I'implication des ROS dans le déclenchement et la

modulation de ce phénomene (Rao et al. 2000).

IV.5. Réponses cellulaires a une exposition chronique

Le développement de lésions foliaires nécrotiques est généralement associé a une
exposition aigué a l'ozone. Une exposition chroniqgue a des niveaux modérés d'ozone est
néanmoins capable de causer un ensemble d'effets négatifs sur la physiologie de l'arbre. Ces
effets, décrits dans la partie Ill.2., proviennent d’'une part de dommages oxydatifs directs et
d'autre part de modifications de I'expression des génes en réponse a des signaux transmis
notamment par les ROS. S'il est difficile de discerner la part respective de ces deux modalités, la
régulation de I'expression des génes joue sans doute un réle essentiel dans la réponse cellulaire
a l'ozone, comme en témoigne la stimulation de la transcription de genes codant pour des
enzymes participant au métabolisme secondaire (PAL, SHDH, STS, PMT, CHS), au catabolisme
(PEPCc) ou a la détoxication (APX, GST). La modulation de I'expression des génes en réponse a
'ozone met en jeu plusieurs voies de signalisation possibles, comportant chacune un récepteur
et un médiateur du signal associé a la présence d'ozone (figure 24) (Baier et al. 2005). Ces
différentes voies peuvent fonctionner simultanément et en interconnexion, ce qui rend la

compréhension de ces mécanismes d’autant plus difficile.
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V. Interactions avec d’autres facteurs environnementaux

En milieu naturel, les effets de I'ozone sur la végétation interagissent avec de multiples
facteurs. De plus, I'augmentation a long terme de la concentration en ozone troposphérique

s'inscrit dans le contexte de changements climatiques globaux.

V.1. Augmentation de la concentration en CO , atmosphérigue

La hausse de la consommation de combustibles fossiles entraine I'augmentation
simultanée des émissions de CO, et des précurseurs de I'ozone (NO, et COV). Depuis l'ere
préindustrielle, la concentration en CO, dans la troposphere a augmenté de 35 % tandis que la
teneur en ozone a presque doublé. La teneur en CO, est ainsi passée d’environ 280 ppm avant
I'ere industrielle a 380 ppm aujourd’hui et pourrait atteindre 500 a 1000 ppm en 2100 selon les
différents scénarii de gestion des émissions (IPCC 2007). Chez les plantes en C3,
'accroissement de la concentration en CO, stimule la photosynthése tout en réduisant la
conductance stomatique, ce qui entraine une augmentation de I'efficience d'utilisation de I'eau et
de la productivité. La plupart des expériences d’exposition simultanée aux deux polluants indique
une atténuation des effets de I'ozone par le CO, élevé (figure 25) (Saxe 2002, Fiscus et al. 2005,
Wittig et al. 2007). Concernant les arbres, les effets opposés des deux polluants ont notamment
été observés en OTC pour le chéne, le hétre, le pin sylvestre (Broadmeadow & Jackson 2000),
ou le peuplier hybride (Gardner et al. 2005), ainsi qu'en systeme FACE (Free-Air CO,
Enrichment) pour le tremble et le bouleau (Karnosky et al. 2003). La protection apportée par
I'enrichissement en CO, pourrait provenir de la stimulation de l'activité photosynthétique, qui
permettrait de soutenir les processus de détoxication (Sehmer et al. 1998) et la synthése de
I'ascorbate (Tausz et al. 2007). Néanmoins, I'effet positif du fort CO, sur le systéme antioxydant
reste incertain (Tausz et al. 2007). La protection contre les effets de I'ozone parait plutdt résulter
de la réduction de la conductance stomatique en réponse a un C; élevé, ce qui limiterait la
diffusion de I'ozone dans les tissus foliaires (Paoletti & Grulke 2005). Il faut cependant rappeler
gue la stimulation de la photosynthese peut ne pas se maintenir sur la durée (Jacob et al. 1995)
et que l'effet fertilisant du fort CO, varie selon les especes, la fertilité du sol et I'age des foréts
(Karnosky et al. 2007). En ce sens, certaines expériences ont montré des effets négatifs de
l'interaction entre les deux polluants (Karnosky et al. 2007). A long terme, la hausse de la
concentration en CO, ne pourra limiter les effets négatifs de 'ozone que si I'impact positif du fort
CO, se maintient sur la durée, ce qui reste a démontrer (Paoletti & Grulke 2005). En termes de
gestion des émissions et de protection des écosystemes, il convient plutét de considérer que
l'augmentation de la concentration en ozone troposphérique est susceptible d’annuler tout

bénéfice potentiel de la hausse de la concentration en CO,. En particulier, les effets négatifs de
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Figure 25 : Effets d’une concentration élevée en ozone, seule ou en combinaison avec
d’autres traitements, sur I'assimilation de CO, a intensité lumineuse saturante (A,,) et
la conductance stomatique (g,) des arbres : méta-analyse de 61 (A,,,) et 55 (g,) études
publiées. La réponse de ces deux parametres est déterminée a partir du rapport
moyen entre les valeurs rapportées pour les plants traités par rapport a celles
mesurées pour les plants témoins. Chaque point correspond au pourcentage de
variation dans les plants traités par rapport aux plants témoins avec lintervalle de
confiance & 95% correspondant. La réponse au(x) traitement(s) est considérée comme
significative si I'intervalle de confiance ne couvre pas I'axe des ordonnées. Le degré de
liberté (d.d.l.) pour chaque valeur est indiqué a droite et la concentration moyenne en
0zone associée est notée entre parenthéses.

Source: Wittig et al. (2007) Plant, Cell and Environmerf0, 9 : 1150-1162.
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I'ozone sur les arbres forestiers compromettent la capacité de séquestration du carbone par les

foréts dans une atmosphére enrichie en CO, (Beedlow et al. 2004).

V.2. Sécheresse

Dans la mesure ou des températures élevées et un fort rayonnement solaire constituent
des facteurs favorisant la formation de I'ozone troposphérique, les épisodes de sécheresse et de
pollution a I'ozone sont souvent associés en milieu naturel. A priori, I'interaction entre ces deux
stress abiotiques apparait simple : la fermeture stomatique induite par le déficit hydrique limite le
flux d’ozone entrant dans les tissus foliaires et les dommages dus au polluant. La méta-analyse
proposée par Wittig et al. (2007) semble corroborer cette présomption puisque I'effet négatif de
'ozone sur la photosynthése est réduit pour les arbres soumis a un stress hydrique (figure 25).
De la méme facon, I'épisode de sécheresse prolongée de 2003 en Europe aurait occulté les
effets de I'ozone sur le hétre (Low et al. 2006). Cependant, la réduction de la conductance
stomatique ne peut pas expliquer a elle seule les effets observés sur le terrain et des interactions
plus complexes apparaissent dans la plupart des cas. L’'ozone peut induire des effets directs sur
les stomates et entraine un ralentissement de leur capacité de réaction aux variations de
I'environnement (Pearson & Mansfield 1993), ce qui affecte la capacité de la plante a contréler
ses pertes en eau et peut amplifier les effets du stress hydrique (Paoletti & Grulke 2005). La
mobilisation du systéme antioxydant étant une réponse commune a la sécheresse et a I'ozone,
des mécanismes de protection croisée pourraient étre envisagés. Des épicéas soumis a un
stress hydriqgue se sont ainsi montrés plus résistants a une exposition ultérieure a I'ozone
(Kronfuss et al. 1998). Toutefois, des effets additifs des deux contraintes ont été relevés chez le
sapin de Douglas et le peuplier (Saxe 2002). Il est donc difficile d’établir si le stress oxydant
associé au stress hydrique renforce la capacité de défense contre I'ozone en activant le systeme
antioxydant, ou s'il contribue a I'affaiblir en exercant une pression supplémentaire (Tausz et al.
2007). De maniére générale, les interactions entre ozone et sécheresse, qui affectent a la fois les
stomates et le systeme antioxydant, sont complexes et dépendent en grande partie de la

distribution temporelle des épisodes d’ozone et de sécheresse (Matyssek et al. 2006).

V.3. Dépbts azotés

A partir des années 1970, le dépérissement des foréts a attiré lattention sur le
phénomene des pluies acides et d’acidification des sols, dont les émissions sulfurées ont été
identifiées comme principale cause. Des mesures de restriction de ce type d’émissions ont assez
vite porté leurs fruits en Europe et en Amérigue du Nord mais les phénomenes locaux de
dépérissement des foréts ont persisté. Il s’est alors avéré que les dépbts azotés contribuaient de
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maniére significative a I'acidification des sols a l'origine de ce phénoméne (Fowler et al. 1999a).
Les depots azotés (NH, et NO,) proviennent des émissions anthropiques issues de l'utilisation
d’engrais synthétiques (NH,) et de la combustion de carburants fossiles (NO,) (Felzer et al.
2007). Lintensification des activités humaines associées a I'agriculture intensive, aux transports
et a I'industrie a provoqué une hausse considérable des apports en formes azotées assimilables
par les organismes vivants. Les foréts tempérées, généralement proches des sources des
émissions azotées, sont particulierement exposées, d’autant plus que, contrairement aux
agroécosystémes hyper fertilisés, I'azote constitue un facteur limitant leur productivité (Felzer et
al. 2007). Les dépbts azotés provoquent une acidification des sols qui est a l'origine du
dépérissement de certaines foréts sensibles du fait de leur assise géologique. C’est le cas de
certaines zones du massif forestier des Vosges, touchées par un dépérissement dit magnésique,
caractérisé par une carence en magnésium chez les arbres atteints (Dambrine et al. 1998). Les
apports azotés peuvent aussi causer, par acidification des sols et par eutrophisation des
écosystemes forestiers, une perte de biodiversité des communautés végétales, animales et de
microorganismes. Malgré la persistance des phénomeénes locaux de dépérissement des foréts, la
productivité globale des écosystemes forestiers tempérés et boréaux augmente continuellement
depuis plusieurs décennies. Les causes potentielles de cette hausse de la production de
biomasse sont (i) l'augmentation de la température qui allonge la période annuelle de
croissance, (ii) 'augmentation de la concentration en CO, atmosphérique qui stimule la
photosynthése et (iii) 'augmentation des dépdts azotés qui fertilise les sols (Fowler et al. 1999a).
Parmi les composeés azotés (NH, et NO,) responsables de ce type de dép6bts, les NO, regroupent
les oxydes d’azotes NOy ainsi que les dérivés de son oxydation, tels que I'acide nitrique (HNO3)
et le nitrate de peroxyacétyle (PAN). Les NO,, qui contribuent a plus de la moitié des dépbts
azotés, participent a la formation de I'ozone, si bien que la distribution géographique des deux
types de polluants est assez proche. En patrticulier, les régions ou les concentrations en ozone
sont les plus fortes (Europe, Nord-Est des Etats-Unis et Est de la Chine) connaissent les dépots
azotés les plus importants (Felzer et al. 2007). Si la coincidence des deux types de pollution
apparait fréquente en milieu naturel, leurs interactions restent assez méconnues. Un traitement
au dioxyde d'azote (NO,) seul stimule la croissance de plants de blé, de radis et de haricot, mais
lorsqu’il précede un traitement a I'ozone, les effets négatifs de I'ozone sont amplifiés pour le blé
et le radis, et atténués pour le haricot (Runeckles & Palmer 1987). On estime que I'effet positif
des NO, sur la croissance des végétaux provient de la fertilisation du sol, mais I'assimilation du
NO, par les stomates peut entrainer des effets physiologiques plus directs. Ainsi, des plants de
tabac exposés au NO, affichent un doublement de nombreux parameétres de croissance
(biomasse, surface foliaire, contenu en acides aminés, en protéines et en micro- et
macroéléments) sans que l'azote provenant du NO, fumigé ne soit incorporé a la biomasse

accumulée (Takahashi et al. 2005). Dans ce cas, le NO, atmosphérique constituerait un signal
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de croissance. Dans d'autres expériences, le flux stomatique de NO, altére le contrble
stomatique des plants traités et donc leur capacité de gestion des pertes en eau (Felzer et al.
2007). A l'échelle des écosystémes, la fertilisation des sols par les dépbts azotés pourrait
augmenter la capacité de séquestration du carbone des foréts tempérées en stimulant leur
accumulation de biomasse. A ce titre, les dépdts azotés pourraient compenser les effets négatifs
de I'ozone sur la croissance des arbres des foréts tempérées. La contribution de I'effet fertilisant
des dépbts azotés a la capacité de séquestration du carbone repose sur la proportion de I'azote
des NO, assimilé et intégré a la biomasse. Méme si cette proportion varie de 5% (Nadelhoffer et
al. 1999) a 13% (Felzer et al. 2007) selon les modéles utilisés, I'effet fertilisant des dépbts azotés
semble suffisant pour compenser les effets négatifs de I'ozone sur la capacité de séquestration
des foréts tempérées (Felzer et al. 2007). Ces simulations doivent étre toutefois modérées par
les conclusions du programme HF-LTER (Harvard Forest Long-term Ecological Research)
portant sur I'étude des effets a long terme des dépbts azotés sur une forét tempérée mixte.
Apres 15 ans d’amendement azoté, une réduction de biomasse a été mesurée chez des pins
rouges, qui ont été touchés ainsi que des érables rouges par une mortalité importante (Magill et
al. 2000). Dans ce cas, I'effet fertilisant des dépbts azotés est dominé par leurs effets toxiques. A
long terme, 'augmentation des émissions azotées, NO, en particulier, pourrait poser le double
probléme de leur toxicité directe par acidification des sols et de I'accroissement de la formation

d’'ozone.

V.4. Changement climatigue global, ozone troposphériqgue et végétation

Plusieurs facteurs intervenant dans les changements climatiques actuels ont pour origine
commune l'accroissement des émissions anthropiques de CO,, d'oxydes d’azote et de COV. Les
oxydes d'azote, responsables de dépbts azotés, sont aussi a l'origine de la formation de 'ozone
en association avec les COV. L'ozone troposphérique contribue, avec le CO; et le méthane, au
forcage radiatif qui entraine le renforcement de l'effet de serre et l'augmentation de la
température de l'atmosphere. Enfin, CO,, ozone, dépdts azotés et température sont tous
susceptibles d’affecter la croissance des végétaux. L'impact de I'ozone sur la végétation s'inscrit
donc dans un contexte de changement climatique global caractérisé par I'interaction de multiples
facteurs environnementaux. Cependant, cette constatation mene souvent a considérer que
I'impact des uns (CO,, dépbts azotés) pourraient compenser celui des autres (ozone), ce qui
revient & minimiser la menace encourue par les écosystemes. Les données dont on dispose
aujourd’hui montrent au contraire qu’une gestion mesurée des émissions anthropiques est
impérative. Une telle gestion passe nécessairement par la modification du mode de vie des

sociétés humaines dites développées.
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PROBLEMATIQUE

|. Contexte scientifique local

L'unité mixte de recherche INRA / UHP Nancy 1 Ecologie et Ecophysiologie Forestieres
s'attache a étudier les bases physiques et biologiques des interactions entre les facteurs de
'environnement et le fonctionnement des arbres et des écosystemes forestiers. Dans ce
contexte, I'équipe Ecophysiologie cellulaire et moléculaire se consacre a I'étude de I'impact des
facteurs environnementaux tels que le CO, élevé, I'ozone ou la sécheresse sur le métabolisme
primaire et secondaire des arbres forestiers. L'utilisation d’'un dispositif de fumigation permet
d’exposer des plantes en conditions contrélées a des concentrations variables en ozone et en
CO,, en combinaison ou non. Concernant I'ozone, le travail déja réalisé au sein de cette équipe
a permis de mettre en évidence un certain nombre d’effets marquants d’une exposition chronique
sur les arbres, notamment la stimulation de I'enzyme malique & NAD chez le pin d’alep (Gérant
et al. 1996), la stimulation du systeme antioxydant chez I'épicéa (Sehmer et al. 1998), I'inhibition
de I'expression de la rubisco et de la rubisco activase (Pelloux et al. 2001) et le comportement
opposé de la PEPc chez le pin alep (Fontaine et al. 1999, 2003), la stimulation de I'expression de
l'alternative oxydase (AOX) mitochondriale (Dizengremel 2001) et de la synthese de lignines
condensées (Cabané et al. 2004) chez le peuplier, ou encore, pour ce méme modele, des
modifications du protéome (Bohler et al. 2007). Le travail présenté dans ce mémoire s'inscrit
dans une méme démarche et contribue a I'étude de I'impact de I'ozone sur le métabolisme

carboné primaire du peuplier.

[l. Contexte scientifique global

[1.1. Modéle biologique

En plus de son importance sylvicole, le peuplier propose un certain nombre d’avantages
pour I'expérimentation : croissance rapide, possibilité de transformation génétique et aptitude a la
propagation végétative (Taylor 2002). La publication et I'annotation du génome de Populus
trichocarpa (Tuskan et al. 2006) a renforcé l'intérét de I'utilisation du peuplier comme modéle

biologique des ligneux. Au sein de notre équipe, le choix du modeéle biologique s’est porté sur un
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peuplier hybride Populus canescens (P. tremula x alba, clone INRA 717-1 B4). En plus des
avantages cités auparavant, ce clone montre une aptitude particuliére a la transformation qui
offre de nombreuses perspectives de recherche. Des transformants de ce clone montrent
I'expression ectopique de genes d’Escherichia coli codant pour la glutathion synthétase (GSS) et
la glutathion réductase (GR) (Foyer et al. 1995), d’'un gene d’Arabidopsis thaliana codant pour
une isoforme chloroplastique de superoxyde dismutase a centre Fe-S (Fe-SOD) (Arisi et al.
1998) et d’'un gene de pin codant pour une isoforme cytosolique de la glutamine synthétase
(GS1) (Gallardo et al. 1999). De plus, la sensibilité & 'ozone des especes de peupliers et de
leurs hybrides se montre relativement élevée, ce qui permet d’envisager des réponses
significatives a I'échelle de la plante entiere malgré la durée limitée des expériences menées. La
sensibilité marquée du peuplier par rapport a d’autres especes d’'arbres caducifoliés est associée

a sa croissance continue (Polle et al. 2001) et rapide (Bortier et al. 2000Db).

[1.2. Type d’exposition a 'ozone

Les études menées sur les effets de I'ozone sur les plantes mettent en jeu deux types
d’exposition : aigué ou chronique. L’exposition aigué consiste a appliquer une concentration en
ozone éléveée, supérieure a 200 ppb, pendant une période relativement courte, d'une durée de
guelgues minutes a quelques heures. Ce type d’expérience met en jeu des concentrations en
ozone tres rarement mesurées en milieu naturel mais se révele précieux dans I'étude des
réponses a court terme et des voies de signalisation associées. De tels protocoles sont
particulierement utilisés pour I'étude du phénomeéene de mort cellulaire oxydative (voir par
exemple Overmyer et al. 2005). Les expériences d’exposition chronigue recourent quant a elles
a des teneurs en ozone plus faibles mais appliquées sur des périodes relativement longues.
Dans les expériences en OTC (open-top chambers, chambres a ciel ouvert) ou en FACE (Free-
Air CO, enrichment, fumigation a I'air libre), la concentration en ozone utilisée est souvent basée
sur un enrichissement modéré de I'air ambiant. La durée de la période de traitement peut varier
de quelques semaines a plusieurs années : de 15 jours a 60 ppb pour le peuplier (Guidi et al.
2001) ou 30 jours & 70 ppb pour le hétre (Bortier et al. 2000a) jusqu’a trois saisons de végétation
a 50 et 100 ppb pour I'épicéa (Leverenz et al. 1999). Ce type d'étude vise a exposer les plantes
a des teneurs en ozone réalistes, c'est-a-dire observées en milieu naturel ou prédites dans un
avenir plus ou moins proche. Il permet de mettre en évidence des réponses physiologiques a
plus long terme, en interaction ou non avec d’autres facteurs environnementaux. C'est dans cette
démarche que s'’inscrit notre étude. Pour le travail présenté dans ce mémoire, des peupliers

juveéniles ont été soumis a une concentration de 120 ppb pendant 35 jours, ce qui correspond a
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une exposition chronique a une concentration en ozone deux a trois fois supérieure au niveau de

base actuel.

[1.3. Stade de développement des arbres

Le dispositif de fumigation utilisé ici limite la taille des arbres étudiés a moins de deux
metres. Etant donnée la vitesse de croissance élevée du clone de peuplier choisi, cette
contrainte impose lI'emploi de plants encore au stade juvénile. Parmi les dizaines, voire
centaines, d’études publiées portant sur les effets de I'ozone sur les arbres, un grand nombre
concerne des plants juvéniles. L'age des arbres est un facteur important de variabilité de leur
sensibilité a I'ozone. Les résultats de la méta-analyse de Wittig et al. (2007) indiquent que la
concentration ambiante en ozone induit une réduction de 10 % de I'assimilation nette de CO, et
de 5% de la conductance stomatique pour les arbres de moins quatre ans, contre
respectivement -22 % et -23 % pour les arbres de plus de quatre ans. Si certaines études
individuelles confirment cette sensibilité plus prononcée des arbres matures par rapport aux
plants juvéniles, d’autres montrent le contraire, en s’appuyant sur la baisse de la conductance
stomatique et donc du flux d’ozone potentiel avec I'age de I'arbre (Saxe 2002). Cet effet a été
montré pour le séquoia (Grulke & Miller 1994), I'épicéa (Wieser et al. 2000), le tulipier (Rebbeck
et al. 2004) ou le hétre (Nunn et al. 2005). La variabilit¢ des effets observés rend difficile
I'extrapolation des résultats obtenus a partir de plants juvéniles aux arbres matures et a fortiori

aux écosystemes forestiers.

Ill. Problématique scientifigue

[11.1. Impact de I'ozone et développement foliaire

D'aprés les résultats de I'étude méta-analytique de Wittig et al. (2007), les données
publiées depuis trente ans sur impact de 'ozone sur I'assimilation de CO; et la conductance
stomatique des arbres ne permettent pas de considérer I'age des feuilles comme un facteur de
variabilité de la réponse de ces deux parameétres a I'ozone. Cette absence d’effet vient sans
doute ici des catégories prises en compte dans l'analyse qui correspondent a trois classes
d’age : feuilles de moins d'un an, feuilles agées de un a deux ans et feuilles de plus de deux ans.
En effet, un grand nombre d’études individuelles indiquent une plus grande sensibilité a I'ozone
des feuilles matures par rapport aux feuilles en expansion, mais cette différence s'observe parmi

les feuilles d'une méme saison de croissance. Concernant les arbres caducifoliés, le role du
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développement foliaire dans la sensibilité a 'ozone est documenté de maniére conséquente pour
le bouleau, pour lequel I'apparition de dommages visibles dus a I'ozone est plus précoce sur les
feuilles matures que sur les feuilles a peine formées ou en expansion (Saxe 2002). Pour cette
méme espéce, Landolt et al. (1997) ont aussi montré une augmentation de la fréquence des
dommages visibles avec I'dge des feuilles ainsi que des modifications importantes du
métabolisme carboné primaire induites par I'exposition a I'ozone, modifications relevées
uniguement chez les feuilles les plus agées. Confirmant ces observations au niveau des
processus photosynthétiques, Maurer et al. (1997) ont de plus montré que des mécanismes de
compensation pouvaient intervenir chez les feuilles jeunes. Dans ces deux études, la sensibilité
des feuilles a I'ozone varie en fonction de leur age mais aussi du niveau de fertilisation, les effets
les plus forts étant relevés pour les arbres carencés. En réponse a I'ozone, les feuilles matures
de certains clones de bouleau exhibent une accumulation intracellulaire de peroxyde
d’hydrogéne, accumulation limitée a I'apoplasme dans le mésophylle des feuilles jeunes, ce qui
indiquerait une plus forte capacité de détoxication chez ces dernieres (Oksanen et al. 2005). Le
peuplier a aussi fait I'objet d’études de ce type. Le travail trés complet de Reich (1983) met en
évidence une diminution accélérée des parameétres photosynthétiques (assimilation,
chlorophylles, rendement quantique du PSII) en réponse a I'ozone par rapport au processus
normal de vieillissement des feuilles. Pendant leur période précoce de développement, ces
mémes feuilles affichent une stimulation de la respiration mitochondriale sans que les
parameétres photosynthétiques ne soient modifiés par I'ozone. Pour P. tremula, I'assimilation
nette de CO; et la conductance stomatique diminuent conjointement avec I'age des feuilles et en
réponse a l'ozone (Coleman et al. 1995). Enfin, certaines études montrent une stimulation
transitoire de la photosynthese dans les feuilles jeunes en réponse a I'ozone (Greitner et al.

1994), qui indiquerait ici aussi des mécanismes compensatoires.

L'ensemble de ces résultats laisse penser que le stade de développement des feuilles influe sur
la sensibilité a 'ozone des arbres caducifoliés. Les seuils critiques d’exposition au polluant pour
la végétation sont déterminés en cumulant des moyennes horaires de concentration ou de flux
sur une saison de croissance entiére (Paoletti & Manning 2007). Si la sensibilité des feuilles varie
en fonction de leur phénologie, la période d’'occurrence des épisodes d’ozone au cours de la
saison de croissance doit étre prise en compte, en pondérant par exemple les moyennes
horaires en fonction de la phénologie des feuilles. Les indices de flux rendent compte en partie
du développement foliaire en intégrant la conductance stomatique, mais d'autres facteurs

peuvent expliquer la résistance plus importante des feuilles jeunes.

Dans notre travail, I'impact de I'ozone sur le métabolisme carboné primaire a été envisagé en
relation avec le développement des feuilles. Pour cela, trois étages foliaires ont été considérés
constitués (i) de feuilles déja matures avant méme d’étre exposées a l'ozone, (i) de feuilles a
peine formées en début de traitement et dont le développement se déroule en présence d’ozone
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et (iii) de feuilles néoformées pendant la fumigation. Cette démarche permet d’étudier les effets
physiologiques de I'ozone en fonction du développement foliaire, mais aussi ses effets potentiels
sur le développement foliaire lui-méme. De plus, la détermination de la dose d’'ozone cumulée a
partir du flux stomatique doit permettre de mettre en évidence des relations dose/effets pour

différents étages foliaires.

[11.2. Photorespiration

L'impact de l'ozone sur le métabolisme carboné primaire des arbres forestiers est
relativement bien documenté : réduction de la photosynthése, stimulation de la respiration et des
processus cataboliques pour soutenir la mobilisation du systéme antioxydant et du métabolisme
secondaire, activation d'évenements liés a une sénescence précoce. Parmi les voies
métaboliques majeures, la photorespiration reste cependant peu étudiée en réponse a I'ozone.
Elle joue pourtant un réle majeur chez les plantes de type C3, chez lesquelles le CO, dégagé
par photorespiration représente 20 & 25 % du CO, assimilé par photosynthése (Kromer 1995).
Le dégagement de CO, associé a la photorespiration détourne donc une part importante du
carbone disponible pour la croissance de la plante. En tant que principale composante de la
respiration a la lumiére, un tel processus ne peut étre ignoré lors de I'étude de Iimpact d’'une

contrainte environnementale comme I'ozone sur le métabolisme de la plante.

111.2.1. Description du cycle photorespiratoire

Le cycle photorespiratoire met en jeu un ensemble de 10 complexes enzymatiques et
d’au moins 6 transporteurs membranaires, répartis dans trois différents organites : le
chloroplaste, le peroxysome et la mitochondrie. Le cycle débute dans le chloroplaste par
I'oxygénation du ribulose-1,5-bisphosphate. Cette réaction met en jeu l'activité oxygénase de la
rubisco, qui peut représenter jusqu’'a 40 % de son activité carboxylase, et aboutit a la formation
d‘'une molécule de glycérate-3P regagnant le cycle de Calvin et d’'une molécule de glycolate-2P,
aussitét déphosphorylée en glycolate par la phosphoglycolate phosphatase. On estime que 75 %
des molécules de glycolate-2P formées sont engagées dans le cycle photorespiratoire (Leegood
et al. 1995). Un transporteur glycolate:glycérate, pouvant fonctionner en mode antiport avec l'ion
hydroxyle ou symport avec le proton, permet I'export du glycolate vers le peroxysome (Howitz &
McCarty 1991). A l'intérieur du peroxysome, le glycolate est pris en charge par la glycolate
oxydase. Cette enzyme, parmi les enzymes peroxysomales les mieux caractérisées, catalyse
une réaction irréversible en deux étapes. Dans un premier temps, le glycolate est oxydé en
glyoxylate par la FMN, cofacteur lié au site catalytique de I'enzyme et qui, dans un second
temps, est ré-oxydé par I'O,, avec formation de peroxyde d’hydrogéne H,O, décomposé par la

catalase. Le glyoxylate subit ensuite une transamination aboutissant a la formation de glycine.
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Deux enzymes peuvent étre responsables de cette réaction : la sérine:glyoxylate
aminotransférase (SGAT) ou la glutamate:glyoxylate aminotransférase (Wingler et al. 1999).
Celle-ci nécessite I'import de glutamate depuis le chloroplaste et I'export de 2—oxoglutarate vers
le chloroplaste, navette permise par la présence a la surface de l'organelle d’'un transporteur

couplé au malate pour chacun des deux métabolites (Flugge 1998).

La glycine formée gagne alors, par un mécanisme qui n’a pour I'heure pas été mis a jour, la
matrice mitochondriale, ou elle est rapidement oxydée par I'action combinée de deux complexes
enzymatiques, la glycine décarboxylase (GDC) et la sérine hydroxymeéthyltransférase (SHMT)
(Douce et al. 2001). Cette étape du cycle photorespiratoire constitue la force motrice de la
photorespiration par son équilibre continuellement tourné vers 'oxydation de la glycine (Douce &
Neuburger 1999). De plus, les réactions catalysées par le couple GDC/SHMT connectent le
cycle photorespiratoire a plusieurs voies métaboliques majeures. En premier lieu, la conversion
de la glycine, molécule a deux carbones, en sérine, molécule a trois carbones, amorce le retour
vers le cycle de Calvin (Oliver 1994). De plus, le dégagement de CO, et la formation de NADH
associés a cette réaction sont reliés a la respiration mitochondriale et au cycle des acides
tricarboxyliques. L'activité de la SHMT fait par ailleurs intervenir des molécules a un carbone
(folate, tétrahydrofolate) et participe au métabolisme C1 a la base de nombreuses voies de
biosynthese. Enfin, la libération d’ammonium associée a l'activité de la GDC relie le cycle
photorespiratoire au métabolisme azoté, 'ammonium formé étant pris en charge dans le
chloroplaste par le couple GS2/GOGAT.

Le cycle carboné photorespiratoire se poursuit par le transport, par un mécanisme inconnu, de la
sérine vers le peroxysome ou elle est convertie en hydroxypyruvate par la SGAT mentionnée
plus haut, lors d’une réaction couplée a la formation de glycine. L’hydroxypyruvate est ensuite
réduit en glycérate par I'’hydroxypyruvate réductase (HPR) lors d’'une réaction consommant du
NADH (Douce & Neuburger 1999). Le transporteur glycolate:glycérate déja évoqué permet le
transport du glycérate vers le chloroplaste ou il est phosphorylé par I'action d’'une glycérate
kinase. Le glycérate-3-phosphate ainsi formé réintegre le cycle de Calvin, ce qui met fin a celui

de la photorespiration.

111.2.2. ROle de |la photorespiration

Si on tente d’évaluer le colt métabolique de la photorespiration, on peut noter que la
formation de NADH lors de 'oxydation de la glycine compense sa consommation par la réaction
catalysée par la HPR. Par contre, au niveau du chloroplaste, le manque a gagner que représente
I'oxygénation du RuBP par rapport a sa carboxylation, la re-fixation du NH," par le couple
GS2/GOGAT ainsi que la phosphorylation du glycérate nécessitent une consommation non

négligeable d’ATP et de pouvoir réducteur (Igamberdiev & Lea 2002). Ainsi, en plus de mobiliser
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chez les plantes en C3 une part importante du carbone assimilable, le cycle photorespiratoire
implique de forts colts métaboliques. Mais ce qui pourrait ne faire de la photorespiration qu’un
processus futile et colteux lui confére en fait un réle physiologique essentiel de dissipation
d’énergie. En conditions de forte illumination et de faible concentration en CO,, lorsque 'ATP et
le pouvoir réducteur issus de la photochimie ne peuvent étre totalement utilisés (Heber et al.
1996), il apparait un exces d’énergie d'excitation et une surréduction des chaines
photosynthétiques de transfert d’électrons, entrainant le phénomene de photoinhibition. De plus,
la fuite d’électrons vers I'oxygéne provoque la formation de ROS responsables du phénoméne
de photooxydation. Dans ces conditions, avec une faible concentration en CO, qui favorise
l'activité oxygénase de la rubisco, le cycle photorespiratoire permet de consommer I'énergie
excédentaire et de protéger la cellule des effets néfastes de la photoinhibition et de la
photooxydation (Kozaki & Takeba 1996, Wingler et al. 2000), particulierement en cas de stress
hydrigue (Noctor et al. 2002). Ainsi, des plants d’'orge déficients pour la GDC se montrent
incapables de transférer le potentiel redox du chloroplaste vers le reste de la cellule, exposant la
machinerie photosynthétique a un exces d’électrons et a la formation de ROS (Ilgamberdiev et al.
2001).

111.2.3. Effets de I'ozone sur la photorespiration

L’'un des effets physiologiques les plus marqués de I'ozone est la réduction de la capacité
photosynthétique via la diminution de I'expression et de l'activité de la rubisco. Capable de
catalyser la carboxylation et I'oxygénation du RuBP, la rubisco est a I'origine a la fois de la
fixation du CO, atmosphérique et du cycle photorespiratoire. A priori, on pourrait donc s’attendre
a ce que l'exposition a I'ozone cause la réduction coordonnée de la photosynthése et de la
photorespiration. Booker et al. (1997) ont mis en évidence une réduction de la photorespiration
chez des plants de soja exposés en OTC a une concentration moyenne de 73 ppb 12h par jour
pendant quatre mois. En fin d’expérience, le taux de photorespiration et I'activité d’enzymes
photorespiratoires (GO, HPR et catalase) étaient réduits de 40 % par le traitement a I'ozone, et
cette inhibition était corrélée a celle de la photosynthése. Une inhibition des activités GO et HPR
a également été mise en évidence chez le pin d'alep en réponse a une exposition prolongée a
200 ppb en ozone (Dizengremel 2001). Chez le bouleau, la réduction de la photosynthese
provoquée par I'ozone a été reliée a une augmentation du point de compensation par la lumiéere
due a la stimulation de la respiration sans changement de la photorespiration (Maurer et al.
1997). Pour cette méme espéce, une prolifération des peroxysomes a été observée en réponse
a l'ozone (Oksanen et al. 2005). Les auteurs expliquent cette prolifération par une possible
stimulation de la photorespiration ou par I'apport d’'une capacité supplémentaire de détoxication

grace au systeme antioxydant peroxysomal. On le voit, les études portant sur I'effet de I'ozone
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sur la photorespiration sont peu nombreuses et leurs résultats parfois contradictoires. Notre
travail constitue, & notre connaissance, la premiére étude des effets de l'ozone sur la
photorespiration en elle-méme pour une espéce ligneuse. La réponse du cycle photorespiratoire
a été évaluée par un certain nombre de parametres. Tout d’abord, la capacité photorespiratoire
in vivo a été déterminée en combinant des mesures d'échanges gazeux et de fluorescence
chlorophyllienne. De plus, l'activité de plusieurs enzymes associées au cycle photorespiratoire a
été mesurée, a commencer par I'activité carboxylase de la rubisco, qui, bien que ne rendant pas
compte directement de I'oxygénation du RuBP a l'origine de la photorespiration, est un bon
indicateur de la capacité totale de la rubisco. La mesure de l'activit¢ de deux enzymes
peroxysomales participant au cycle photorespiratoire, la glycolate oxydase (GO) et
I'hydroxypyruvate réductase (HPR), permet d'évaluer la capacité photorespiratoire en amont
(GO) et en aval (HPR) de I'étape clé mitochondriale. Cette étape, catalysée par le couple
GDC/SHMT, a été étudiée par le biais de la mesure par immunoblot de la quantité de ces deux
enzymes. Enfin, un dernier aspect de la photorespiration a été étudié en déterminant I'activité de
la glutamine synthétase (GS), responsable du recyclage de l'ammonium produit par la
photorespiration. La mesure des parametres photorespiratoires combinée a celle de la
photosynthése et de la respiration mitochondriale permet d’évaluer la réponse du métabolisme

carboné primaire a I'ozone au cours du développement foliaire.

Le travail présenté dans ce mémoire comporte deux objectifs principaux :

. améliorer la compréhension des effets de I'ozone sur le métabolisme carboné

primaire en relation au développement foliaire
. caractériser le comportement de la photorespiration en réponse a I'ozone.

Une variété de techniques a été mise en ceuvre pour identifier des réponses
moléculaires et cellulaires a I'exposition a I'ozone et les relier a des effets mesurés a
I'échelle de la feuille voire de la plante entiere. En complément, notre étude est étayée

par des analyses transcriptomique et protéomique présentées en annexes.
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Microbouturage
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Chambres de fumigation

Figure 27 : Etapes de culture des peupliers, depuis
la propagation in vitro jusqu'au début de la
fumigation.
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MATERIEL & METHODES

|. Matériel végétal et conditions de culture

L'étude a été menée sur de jeunes plants de peuplier grisard (Populus x canescens
(Aiton) Sm.), hybride interspécifique issu du croisement entre le peuplier tremble (Populus
tremula Michx.) et le peuplier blanc (Populus alba L.). Le clone étudié (clone INRA 717-1 B4) a
été obtenu a 'INRA d’Orléans et est actuellement en test en vue d’une admission sous le nom de

cultivar Rajane.

Les arbres étudiés sont issus de microboutures en culture in vitro provenant du centre INRA
d’Orléans. Les vitroplants ont été conservées dans les chambres climatisées de 'TUMR 1137 de
Nancy, sous rampes lumineuses, avec une héméropériode de 16 h, un degré d’hygrométrie de
80 % et une température de 25<C. Les vitroplants de peupliers ont été régulierement repiqués en
conditions stériles sous une hotte a flux laminaire (ADS Laminaire, Le Pré-Saint-Gervais,
France). Le milieu de culture utilisé est un milieu de Murashige et Skoog dilué une fois
(Murashige & Skoog 1962). Dans les semaines qui suivent le repiquage, un systéme racinaire se
forme a la base des entre-noeuds bouturés puis une nouvelle tige feuillée se développe a partir

de I'unique bourgeon axillaire conserveé sur la microbouture.

Apres deux a trois mois de croissance, les vitroplants sont transférés dans des pots de plastique
de 0,4 L remplis d’'un mélange en proportions égales de perlite et de terreau (Gramoflor SP1
Universel, N/P/K 14/16/18, 1,2 kg.m™®) additionné de cinq granulés nutritifs (Nutricote T-100,
N/P/K/IMgO 13/13/13/2). Les pots sont placés en chambre de culture en conditions contrélées,
avec une héméropériode de 14 h, un PPFD de 250 pmol.m?.s™ (lampes a vapeur de sodium,
Son-T Agro, Philips, Eindhoven, Pays-Bas), un degré d’hygrométrie de 75 % = 5 % et une
température de 22T + 2. Au cours de la nyctipéri ode, le degré d’hygrométrie passe a
85% +5% et la température a 18C + 2. Lors de la premiere semaine, les plants sont
maintenus sous serre pour conserver un fort taux d’hygrométrie et sont fréquemment brumisés.
Les cloches des miniserres sont ensuite progressivement relevées, puis retirées. Apres trois
semaines, les plants sont transférés dans des pots de 5 L contenant du terreau (Gramoflor SP1
Universel, N/P/K 14/16/18, 1,2 kg.m™) additionné de 15 g de granulés nutritifs (Nutricote T-100,
N/P/K/MgO 13/13/13/2). Une couche de billes d’argile expansée est disposée au fond des pots

pour améliorer le drainage.
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Conditions controlées :

[ozone] : 60 & 400 + 10 ppb
PPFD : 200 a 300 umol.m=2.s71
T°: 22/18<C (jour/nuit)
Humidité : 75/85 % (jour/nuit)
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Figure 28 : A. Vue extérieure des chambres de fumigation, B. vue intérieure d’une chambre,
C. schéma du dispositif expérimental de fumigation a I'ozone.
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Lorsque les arbres atteignent une hauteur d’au moins 60 cm, une centaine d’individus est
sélectionnée de facon a former un échantillon homogéne. Ces arbres sont transférés et répartis
dans les huit chambres de fumigation, a raison de douze arbres par chambre. Les arbres sont
maintenus en chambre de fumigation dans des conditions environnementales identiques a celles
régnant dans les chambres de culture. A l'issue de cette période d’acclimatation, la moitié des
arbres, soit 48 arbres répartis dans quatre chambres de fumigation, est traitée a I'ozone pendant
35 jours. Les 48 arbres restants, répartis dans les quatre autres chambres de fumigation,
conservent les mémes conditions de culture avec une atmosphere filtrée dépourvue d’'ozone et
forment le lot témoin. Le dispositif de fumigation ainsi que la procédure suivie seront décrits plus

précisément dans le paragraphe suivant.

En chambre de culture comme en chambre de fumigation, les arbres sont régulierement arrosés
avec de I'eau courante a température ambiante. De plus, les arbres sont espacés de facon a
réduire l'ombrage et régulierement déplacés au sein des chambres. Les ramifications

secondaires sont coupées afin de maintenir la croissance de la tige principale.

Il. Fumigation a I'ozone

[1.1. Description du dispositif

L'ozone est produit a partir d'oxygéne pur par deux générateurs (OZ500 Fischer, Bonn,
Allemagne, et CMG3-3 Innovatec I, Rheinbach, Allemagne). Au sein de ces deux générateurs,
les molécules de dioxygéne (O,) sont dissociées par un arc électrique et se réassocient de facon
aléatoire, formant des molécules d’ozone (O3). L'ozone ainsi produit est injecté dans le circuit de
ventilation des chambres de fumigation. La régulation de ce flux est assurée par des
débitmetres, et la concentration en ozone dans I'ensemble du dispositif est mesurée en continu &

l'aide d’'un analyseur UV (O341M, Environment S.A., Paris, France) associé a une station

d’acquisition informatique.

Les chambres de fumigation sont des enceintes climatisées de 1,2 m de c6té pour une hauteur
de 2 m. L'éclairement, assuré par cing lampes a vapeur de sodium (Son-T Agro, Philips,
Eindhoven, Pays-Bas), permet d’atteindre un PPFD de 250 pmol.m?.s™ au niveau des plants.
L’intensité lumineuse a été mesurée dans deux chambres en fonction de la distance au plafond a
l'aide du capteur intégré au systéme portatif de mesure d’échanges gazeux LI-6200 (LiCor, Inc.,
Lincoln, NE, USA). Température et degré d’hygrométrie sont mesurés deux fois par heure dans

chaque chambre en méme temps que la concentration en ozone. Des filtres a charbon actif
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permettent d’éliminer I'ozone de l'air extérieur envoyé aux chambres de fumigation. La
concentration en ozone est ainsi limitée a une valeur maximale de 10 ppb dans les chambres
témoins. L’air enrichi en ozone est lui filtré a la sortie des chambres avant rejet dans

I'atmospheére.

[1.2. Procédure de fumigation

La période journaliere de fumigation débute une heure apres le début de 'héméropériode
et couvre les 13 h restantes jusqu’a l'extinction des lampes. Les arbres traités sont exposés a
une concentration en ozone de 120 ppb = 10 ppb. Une heure environ est nécessaire avant
d’'atteindre la concentration souhaitée. En fin de journée, la concentration en ozone met quelques

minutes pour retomber a zéro. La période de fumigation dure 35 jours sans interruption.

[1.3. Indices d’exposition a I'ozone

L’enregistrement de la concentration en ozone dans le dispositif de fumigation permet
d’obtenir deux valeurs par heure pour chaque chambre de fumigation. La moyenne horaire de
concentration en ozone ([Oz]n, en ppb) est la moyenne de ces deux valeurs, calculée pour
chaque chambre. L'indice SUMOO correspond a la somme des moyennes horaires de

concentration en ozone en ppb.

n
SUMO00 = Z [Oal )
i=1

L’indice AOT40 (accumulated dose over a threshold of 40 ppb) est défini comme la somme des
différences entre les moyennes horaires de concentration en ozone (en ppb) et un seuil de 40
ppb, en mettant & zéro les termes négatifs et pour un éclairement énergétique minimum de
50 W.m™ (Karenlampi & Skarby 1996). Ce seuil de 50 W.m™ correspond & un PPFD d’environ
220 umol.m?.s™ proche de I'éclairement fourni dans les chambres de fumigation. L’indice AOT40

peut donc étre calculé par la formule suivante :

n
AOT40 = Z max ([Og]y; - 40) (6)
i=1

La dose cumulée d'ozone (CUO, cumulative ozone uptake) entrant dans le mésophylle est
déterminée a partir des concentrations horaires en ozone et des mesures de conductance
stomatique (gs). La diffusion de I'ozone a travers la cuticule, 10 000 fois plus faible que le flux

stomatique, est considérée comme négligeable (Kerstiens & Lendzian 1989). En outre, la

44






Matériel & Méthodes

résistance a la diffusion de I'ozone dans le mésophylle causée par la couche limite n'est pas
prise en compte étant donné le flux d’air continu et relativement élevé dans les chambres de
fumigation (Crous et al. 2006). Le flux instantané d’'ozone (Foz) entrant dans le mésophylle
correspond donc au produit de la conductance stomatique pour I'ozone (goz;, en mmol.m?2.s?) par

la différence entre la concentration ambiante en ozone et celle du mésophylle (en nmol.mol™).
Fosz = gos ([Os]amb — [Os]iny (7)

La conductance stomatique pour I'ozone est reliée a la conductance stomatique pour la vapeur
d’eau (gs) par un facteur correctif prenant en compte la différence de diffusivité entre I'ozone et la
vapeur d'eau (Laisk et al. 1989, Emberson et al. 2000b) :

gS
= 8
903 1,68 ( )

Bien que des valeurs non négligeables de concentration en ozone aient été mesurées dans le
mésophylle de feuilles de haricot (Phaseolus vulgaris) exposées au polluant (Moldau & Bichele
2002), on considére généralement que I'ozone se décompose trés rapidement dans I'apoplasme
(Laisk et al. 1989) et que sa concentration dans le mésophylle est nulle (Grulke et al. 2007). Le
flux instantané d’ozone, exprimé en nanomoles d’ozone par seconde et par unité de surface

foliaire (nmol.m™?.s™), peut donc étre calculé par la formule :

[03]amb gs
Fog= ——™ =8 9
3 168 9)

La dose horaire d'ozone est déterminée en intégrant sur une heure le flux instantané d’ozone
entrant dans le mésophylle, en utilisant les moyennes horaires de concentration en ozone [Os];, et
les mesures de conductance stomatique (gs) réalisées tous les deux a trois jours selon la
méthode décrite dans le paragraphe 1.5 de la présente section. Comme les conditions
environnementales régnant dans la chambre de fumigation sont stables au cours de la journée,
la valeur de gs mesurée un jour donné est assignée a toutes les heures de ce jour. Les valeurs
moyennes horaires de gs pour les jours sans mesure sont obtenues par interpolation linéaire
entre les valeurs des jours précédent et suivant. La dose cumulée d’ozone (CUO, en mmol.m™)

correspond a la somme des doses horaires sur I'ensemble de la période d’étude :

n
Z 3600.[0, ]hi -9,
i=1 1,68

CUO =

(10)
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Tableau 1 :

Récapitulatif des mesures réalisées au cours des trois expériences de fumigation.

Mesures 2004 | 2006 | 2007
Croissance en hauteur et radiale X X
Nombre de feuilles (totales, tombées, formées) X

Production de biomasse X
Surface foliaire X X

SLA X
Détection du peroxyde d’hydrogene et de I'ion superoxyde X
Teneur en chlorophylles totales X

Echanges gazeux (assimilation et conductance stomatique) X

Conductance stomatique X

Courbes A/C; X

Fluorescence chlorophyllienne X
Activités enzymatiques X X

Gels d’activité glutamine synthétase

Immunoblot pour la GDC H et SHMT X X
Analyse protéomique X X

A partir de 14 jours
Feuilles en expansion
FE

Numérotation
des feuilles

#1

—— Feullles jeunes
FJ

Feuilles matures —
FM

Temps O

Figure 29 : Etages foliaires étudiés.

Temps 35 jours
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[1l. Méthodes

I11.1. Expériences répétées

Trois expériences de fumigation ont été réalisées au cours de cette étude, en 2004, 2006
et 2007. Les étapes de la culture des arbres, du stade in vitro jusqu’a la fumigation, sont
identiques d’'une expérience a l'autre. De la méme facon, les conditions de fumigation et la durée
de traitement ont été conservées, ainsi que les procédures d’échantillonnage et de prélevement.
Les différentes mesures réalisées lors des trois expériences de fumigation sont présentées dans

le tableau 1.

[11.2. Développement foliaire et procédure de préléevement

[1.2.1. Etages foliaires

Au début de la période de fumigation, les feuilles de chaque arbre sont numérotées a
partir de la premiére feuille formée au niveau du bourgeon terminal dont le limbe est entierement
déroulé (feuille #1), et les feuilles #4 et #14 sont étiquetées. La feuille #4 est en expansion et
mesure de 5 a 7 cm de long, tandis que la feuille #14 est déja completement développée. Deux
étages foliaires sont ainsi définis : les feuilles jeunes (FJ, feuille #4) et les feuilles matures (FM,
feuille #14). FJ et FM sont suivies tout au long de I'expérience. A partir de 14 jours de traitement,
un nouvel étage foliaire est pris en compte, celui des feuilles en expansion (FE). Ces feuilles
présentent un stade de développement équivalent & celui des feuilles #4 en début d’expérience.
Contrairement aux FJ et FM suivies tout au long de I'expérience, de nouvelles FE sont désignées
a chaque prélevement et temps de mesure, avec a chaque fois le méme stade de

développement que les FJ au temps O.

111.2.2. Prélevements des feuilles

Une feuille par arbre et par étage foliaire est prélevée a 0, 3, 7, 14, 21, 28 et 35 jours de
traitement pour les FJ et les FM, et a 14, 21, 28 et 35 jours de traitement pour les FE. Pour les
FJ a 0, 3 et 7 jours de traitement et pour les FE, deux feuilles par arbres son récoltées de
maniére a disposer d’'une quantité de matériel foliaire suffisante. Pour éviter une défeuillaison
trop prononcée, seulement deux arbres par chambre sont prélevés a chaque temps, en alternant
parmi les dix arbres concernés dans chague chambre. Apres cing prélévements, soit a partir de

28 jours de traitement, des échantillons ont du étre collectés sur des arbres déja prélevés. Dans
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ce cas, la premiére feuille au-dessus des feuilles récoltées est choisie. Les prélevements ont lieu
en milieu d’héméropériode. Les échantillons sont immédiatement plongés dans I'azote liquide et

sont stockés a -80C avant analyse.

111.2.3. Détermination de la surface foliaire

Pour permettre une mesure rapide de la surface foliaire, une relation a été établie entre la
surface des feuilles et leurs dimensions (largeur et longueur). En fin de fumigation, la longueur, la
largeur et la surface de I'ensemble des feuilles de quatre arbres traités et quatre arbres témoins
ont été mesurées a l'aide d'un triple décimetre et d’'un planimétre (caméra vidéo couplée a un
analyseur d'image DeltaT, U.K.). Au total, 97 feuilles ont ainsi été analysées. La relation établie

est présentée dans la partie Résultats.

[11.3. Mesures de croissance et de biomasse

Le nombre total de feuilles, la hauteur de tige du collet au bourgeon terminal et le
diameétre de la tige a 1,5 cm du sol ont été mesurés sur 'ensemble des arbres a 0, 14, 25 et 35
jours de traitement. Pour réduire les erreurs dues a la forme plus ou moins ovale de la section
des tiges, une valeur moyenne du diametre a 1,5 cm est calculée a partir de deux mesures
réalisées selon deux axes orthogonaux. Le nombre de feuilles tombées est compté

quotidiennement.

Quatre (& 0 et 14 jours de traitement) et huit (& 35 jours) arbres par traitement ont été retirés des
chambres de fumigation pour des mesures de biomasse. Feuilles, tiges et racines ont été
séparées et leur masse fraiche pesée. Les feuilles ont été divisées en trois groupes séparés par
les feuilles étiquetées (feuilles #4 et #14) : au-dessus de la feuille #4, les feuilles en expansion ;
entre les feuilles #4 et #14, les feuilles jeunes ; en dessous de la feuille #14, les feuilles matures.

La matiere seche a été pesée aprés conservation du matériel végétal pendant un mois a 70<C.

Le taux de croissance relative sur la période d’étude (relative growth rate, RGR, en g.g™j") est

calculé selon I'équation de Fischer :

RGR =|nMS35-|nMSO (11)

t35- 1o

ou MS, et MS3s correspondent a la masse de matiere végétale séche au début (1) et a la fin (tzs)

de I'expérience.

L’humidité pondérale (HP, en gHzo.g'lMS) est donnée par la relation suivante :
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_MF-MS
MS

HP (12)

ou MF et MS correspondent respectivement a la masse de matiére fraiche et séche (en Q)

déterminée a un temps donné.

La surface foliaire spécifique (specific leaf area, SLA, en cm2.gys) est determinée en rapportant

la surface foliaire a la masse de matiére seche de la feuille.

I1.4. Etude histologique

111.4.1. Microscopie optigue

Des disques foliaires de 6 mm de diameétre sont prélevés a l'aide d’'un emporte-piéce a 0,
7, 14, 21, 28 et 35 jours de traitement. A chaque temps, les prélevements concernent une feuille
par étage foliaire (FJ, FM, et FE a partir de 14 jours) sur trois arbres par traitement. Une feuille
déja prélevée est exempte des récoltes ultérieures. Lorsqu’une feuille présente des symptdmes
visibles de dommages, un premier disque est découpé au niveau d’'une zone nécrotique et un
deuxieme dans une zone non touchée. Apres récolte, les échantillons sont conservés a

I'obscurité a 4C dans la solution suivante :
Tampon phosphate pH 7,2 (0,1 M), Paraformaldéhyde (2 % v/v), Glutaraldéhyde (0,5 % v/v).

Des bandes de quelques mm de large sont découpées dans les disques foliaires et incluses a la
verticale dans de l'agar a 6 % (m/v). Les blocs d’agar sont ensuite taillés et fixés sur la platine
d'un appareil de type Vibratome (Leica VT1000S). Des coupes transversales de 15 pum
d’épaisseur sont réalisées a partir des bandes foliaires incluses. Ces coupes sont aussitdt
montées entre lame et lamelle dans de I'eau glycérinée et observées a l'aide d’'un microscope
photonique (Nikon Optiphot-2) a un grossissement de 40 fois. Les prises de vue sont réalisées

au moyen d’'un appareil numérique adapté au microscope (Nikon D1).

11.4.2. Mise en évidence du peroxyde d’hydrogéne

Des disques foliaires de 6 mm de diametre ont été prélevés a l'aide d’un emporte-piéce a
23, 28 et 35 jours de traitement. Les disques sont découpés sur la feuille #9 d’arbres traités et
d’arbres témoins. Pour les feuilles nécrosées, les disques foliaires ont été prélevés de facon a
inclure, intégralement ou non selon leur taille, les zones nécrosées. Des disques sont aussi
prélevés dans des zones dépourvues de nécroses ainsi qu’en bord de feuille. Ce dernier type de

prélevement permet d’observer une zone exempte du stress mécanique induit par la découpe a
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I'emporte-piece. Sur les feuilles des arbres témoins, des prélevements identiques sont effectués,

en ciblant les mémes parties de la feuille que celles prélevées sur les feuilles traitées.

Le protocole de détection in situ du peroxyde d’hydrogene (H,0,) est adapté de celui décrit par
Thordal-Christensen et al. (1997). Les disques foliaires sont déposés sur une microplaque de 24
puits contenant chacun 1,5 mL d’une solution de DAB (3,3’-diaminobenzine tétrahydrochloride) &
1g.L*". Ce composé s’oxyde en présence du peroxyde d’hydrogéne endogéne et forme un
précipité brun-rouge. Pour chaque feuille échantillonnée, quatre puits sont consacrés a la
coloration au DAB et deux puits supplémentaires sont additionnés d'acide ascorbique a une
concentration finale de 10 mM (Dutilleul et al. 2003). La présence d’'ascorbate en excés permet
d’éliminer le peroxyde d’hydrogene et de contréler I'effet du DAB lui-méme. Les tissus foliaires
sont infiltrés avec la solution de DAB pendant trois séquences de 5 minutes sous une cloche a
vide. La microplaque est ensuite conservée 14 heures a l'obscurité a température ambiante.
L'infiltration et la coloration au DAB sont réalisées sur la méme microplaque pour les disques
prélevés sur les plants témoins et sur ceux traités a l'ozone. Apres la période d’incubation a
I'obscurité, les disques sont placés dans des bains successifs d’éthanol & 96% a température

ambiante jusqu'a leur décoloration complete :

« 1% bain: 6 h a I'obscurité dans 6 mL d'éthanol, les tubes sont agités au bout de 3 h

pour homogénéiser la solution de décoloration.

e 2°™ hain : 4 h A I'obscurité dans 6 mL d’éthanol, les tubes sont agités au bout de 2 h

pour homogénéiser la solution de décoloration.

« 3% pain : toute la nuit dans 6 mL d’éthanol.
Apres décoloration, les échantillons foliaires sont montés entre lame et lamelle dans une solution
de glycérol a 50 % et observés au moyen d’une loupe binoculaire (Nikon SMZ 1000). Des prises

de vue sont réalisées a l'aide d'un appareil numérique (Nikon D1). La présence de peroxyde

d’hydrogéne est mise en évidence par I'apparition d’'une coloration brun-rouge.

[11.5. Quantification de la teneur en chlorophylles totales

La teneur foliaire en chlorophylles totales (Chl) est mesurée tous les deux a trois jours au
moyen d’'un chlorophylle-métre CCM-200 (Opti-Sciences, Hudson, NH, USA). Cet apparell
effectue deux mesures d’absorption énergétigue dans les bandes de longueur donde
correspondant au rouge et a l'infra-rouge. L'absorbance des pigments chlorophylliens est forte
dans le rouge et presque nulle dans l'infra-rouge. Aprés une calibration de référence a 100 % de
transmission, la mesure dans le rouge détermine ainsi la teneur foliaire en chlorophylles, alors

gue la mesure dans l'infra-rouge donne des indications sur la structure de la feuille (absorptivité
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et épaisseur des tissus foliaires). L’appareil mesure un indice appelé CCI (chlorophyll content
index) correspondant a la teneur foliaire en pigments chlorophylliens. Deux mesures par feuille
sont réalisées, a I'écart des taches nécrotiques dues a I'ozone pour maintenir la relation entre
CCl et teneur en chlorophylles (Neufeld et al. 2006).

Dreyer et al. (communication personnelle) ont établi une relation entre les valeurs de CCI et la
concentration en chlorophylle déterminée par la méthode biochimique destructive décrite par
Wellburn (1994) :

[ChI] = 0,0214(CCl) r2=0,9754 (13)

Y

Cette relation, calculée a partir de 58 échantillons foliaires provenant de 4 espéces d'arbres
(Quercus robur, Fagus sylvatica, Carpinus betulus, Populus euphratica), permet d’exprimer les

valeurs de CCl en teneur en chlorophylles totales en g.m™.

[11.6. Mesure des échanges gazeux foliaires

111.6.1. Principe

La conductance stomatique (gs) et I'assimilation nette (A) sont mesurées a l'aide d’'un
systeme portatif de mesure d'échanges gazeux LI-6200 (LiCor, Inc., Lincoln, NE, USA). Ce
systeme permet, par le biais d’analyseurs de gaz a infra-rouge (IRGA), de mesurer I'évolution de
la concentration en CO, et en vapeur d'eau d’'une surface de feuille enfermée dans une chambre
de mesure transparente et étanche d’'une capacité de 4 L. L'évolution de la concentration en
vapeur d’eau permet de calculer le taux de transpiration et la résistance totale de la feuille a la
diffusion de la vapeur d’eau, qui permet de déterminer la conductance stomatique. L'évolution de
la concentration en CO, permet quant a elle de déterminer le taux d’assimilation nette de CO,

pour la surface foliaire étudiée.

111.6.2. Mesures

Les mesures ont eu lieu dans les chambres de fumigation, tous les deux a trois jours et
deux heures au moins apres le début de 'hnéméropériode. Les échanges gazeux foliaires sont
mesurés sur deux arbres par chambre. Les arbres concernés ne subissent pas de prélévements
destructifs. Sur chaque arbre (huit traités et huit témoins), une feuille par étage foliaire est
analysée a chaque temps de mesure. Les résultats sont exprimés par unité de surface foliaire

incluse dans la chambre de mesure de I'appareil.
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[11.7. Courbes de réponse de la photosynthése au CO >

111.7.1. Principe et interprétation des courbes A/C;

Réaliser une courbe de réponse de la photosynthése a la concentration intracellulaire en
CO, (courbes A/C) revient a mesurer l'assimilation nette de CO, d'une surface foliaire a
différentes concentrations en CO,. L'interprétation des courbes A/C; repose sur le modele de
photosynthése foliaire de Farquhar, modele fonctionnel basé sur les propriétés cinétiques de la
rubisco décrites selon le formalisme de Michaelis-Menten (Farquhar et al. 1980, Von Caemmerer
& Farquhar 1981). Ce modeéle s'appuie sur I'hypothese que I'assimilation nette de CO, est le

résultat de trois processus :
- la carboxylation du RuBP par la rubisco, consommatrice de CO, a la vitesse V.

'oxygénation du RuBP par la rubisco (V,), qui initie la photorespiration et méne a la

formation d’une mole de CO, pour deux moles d’O, fixées.

- la respiration associée aux phosporylations oxydatives mitochondriales et productrice

de CO, (day respiration, Ry).
D’aprés cette hypothése, I'assimilation nette de CO, peut s'écrire :

1 1V
A =V, 'EV‘) -Ry =V, (1-5\/0
C

)-Ry (14)

Les réactions de carboxylation et d’'oxygénation du RuBP par la rubisco mettent en jeu le méme

site actif. Il en résulte un phénomeéne d’inhibition compétitive décrit par la relation suivante :

:_X—' (15)

ou O est la pression partielle d’'O, dans le mésophylle (21 kPa) et C; celle du CO,. Le

facteur T est la constante de spécificité de la rubisco pour le CO, par rapport a 'O, telle que :

Z— - chax % I<O (16)
Vomax KC

Vcmax €t Kc correspondent respectivement a la vitesse maximale et la constante de Michaelis de
carboxylation du RuBP par la rubisco, et Vomax €t K, & celles de son oxygénation. La constante
de spécificité de la rubisco, qui repose sur les propriétés biochimiques d'une enzyme
relativement conservée dans le régne végétal, varie trés peu entre espéces de plantes
supérieures de type C;. Le rapport V,/V. peut aussi étre exprimé en fonction du point de

compensation photosynthétique (I'*). Ce paramétre décrit la concentration en CO, pour laquelle
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le dégagement de CO, associé a la photorespiration compense l'assimilation de CO, par la

photosynthése, avec V. = 2V,. Le point de compensation photosynthétique est donné par :

2T
En combinant les équations (14), (15) et (17), I'assimilation nette peut s’écrire :
r *
A=VC(1—C )-Ry (18)

Les sites actifs de la rubisco peuvent étre soit saturés, soit limités en RuBP. Dans le premier cas,
I'activité de I'enzyme est contrdlée par ses caractéristiques cinétiques et par les concentrations
en CO; et en O,. Dans le cas d’'une restriction par la disponibilté en RuBP, autrement dit par la
vitesse de régénération du RuBP, 'activité de la rubisco peut étre limitée par la disponibilité en
pouvoir réducteur et en ATP, et donc par le flux d'électrons photosynthétiques, ou par la

régénération du P; liée a I'utilisation des trioses-phosphate.

Pour une valeur de C; donnée, la vitesse de carboxylation (V.) de la rubisco est donnée par la
plus faible des trois vitesses de carboxylation potentielles limitées par la rubisco (W,), la

régénération du RuBP (W) ou l'utilisation des trioses-phosphate (Wpg) :

*

A =min{W,,W;,Wp }(1—%)-Rd (19)

i
avec :

chax xCi

0
Ci+K, (1+——
Ko )

(o]

WC = (20)

Jax Ci
WJ - max ™1 _ (21)
4C; +8I
w, =_3TPU (22)
r
1-
( c )

La phase de limitation de I'assimilation par la rubisco est généralement observée pour des C;
inférieures a 200 ppm. La limitation par la régénération du RuBP s’établit a des C; supérieures a
300 ppm. La situation de limitation par I'utilisation des trioses-phosphate ne se produit qu’en cas
de rétro-inhibition par I'exportation de glucides ou de trés forte carence en phosphore et est

rarement observée in vivo.
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Figure 30 : Determination de la conductance du mésophylle (g,,) appliquée a l'ajustement
des courbes A/C, a partir du plateau des courbes g,,/C..
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Figure 31 : Ajustement des courbes A/C..

L’assimilation nette de CO, (A) peut étre décrite par trois fonctions distinctes lorsqu’elle est limitée
par les propriétés cinétiques de la rubisco (A.), la régénération du RuBP (A) ou ['utilisation des
trioses-phosphate (A).

D’aprés : Sharkeyet al. (2007) Plant, Cell and Environmerg80(9) : 1035-1040.
Outil de calcul en ligne : http://www.blackwellpublishing.com/plantsci/pcecalculation/
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111.7.2. Ajustement du modéle

La méthode d’ajustement utilisée ici est celle proposée par Sharkey et al. (2007). Cette

méthode permet d’ajuster a partir des courbes A/C; les cinq parametres suivants :

- Vemax, Vitesse maximale de carboxylation du RuBP par la rubisco,
- Jmax, densité maximale du flux d’électrons photosynthétiques,

- TPU, utilisation des trioses-phosphate,

- Ry, respiration mitochondriale de jour,

- Om, conductance du mésophylle pour le CO,.

La conductance du mésophylle pour le CO, (gn) a été déterminée pour chaque courbe A/C;

individuelle en utilisant la relation suivante :

(23)

Ci représente la pression partielle de CO, dans le mésophylle (en Pa), calculée a partir de la
concentration en CO, dans le mésophylle (c; en ppm) et de la pression atmosphérique mesurée
au moment de I'établissement de la courbe A/C;. C. correspond a la pression partielle en CO,
dans les chloroplastes, estimée a partir de ¢; et du coefficient de diffusion du CO, en phase
liquide. Pour chaque courbe A/C;, une courbe g, = f(C;) a été générée, permettant une
estimation de g, pour chaque feuille considérée (voir figure 31). Cette valeur fixe de g, est
ensuite implémentée dans le modéle d’ajustement des courbes A/C;, permettant de déterminer

les quatre autres parameétres (Vemaxs Jmaxs TPU, Ry).

Cette détermination repose sur la transformation préalable des valeurs de concentration en CO,
dans le mésophylle (C)) en valeurs de concentration en CO, dans les chloroplastes (C.) selon la
relation suivante :

C, =C, -~ (24)

m

En utilisant C. plutdt que C;, l'assimilation nette de CO, limitée par la rubisco (A.), par la

réegenération du RuBP (A)) et par l'utilisation des trioses-phosphate (Ap) est donnée par :

A, =V (Ce-I7) ]-R 25

c — Ycmax o) d ( )
Ce +Ko (1+ KO)
(Cc-T7)

A =Jpax [———1-Ry (26)
(4C, +8T")
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Tableau 2 :

Paramétres d’ajustement du modéle photosynthétique de Farquhar - Von Caemmerer.

Les valeurs des parametres sont issues des publications suivantes : Jordan & Ogren 1984,
Harley & Tenhunen 1991, Niinemets & Tenhunen 1997.

Paramétre |Définition Valeur | Unité
0 Pression partielle d’O, dans le mésophylle 21000 | Pa

R Constante des gaz parfaits 8,314 | J.K*.mol*
a Rendement quantique apparent 0,24 -

K: (25C) | Constante de Michaelis de la carboxylation 400 | pbar
AH, (Ko) Energie d’activation de la carboxylation 70000 | J.mol™*
¢ (Ko) Facteur d’ajustement de la réponse de K. a la température 3579 | -

Ko (25C) Constante de Michaelis de 'oxygénation 250000 | pbar
AH, (Ko) Energie d'activation de I'oxygénation 15000 | J.mol™
¢ (Ko) Facteur d’ajustement de la réponse de K, & la température 9,59 | -

S (25) Spécificité apparente de la rubisco pour le CO, par rapport a 'O, 2710 | -

AH, (S) Energie d'activation de S -29000 | J.mol™
c(S) Facteur d’ajustement de la réponse de S a la température -3,949 | -

AH, (Rq) Energie d’activation de la respiration de jour 1000 | J.mol™
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Ap =3TPU-Ry (27)

Un exemple de courbe A/C. est donné dans la figure 31. Les valeurs des paramétres utilisés ici,
présentées dans le tableau 2, ont été tirées de la littérature (Jordan & Ogren 1984, Harley &
Tenhunen 1991, Niinemets & Tenhunen 1997). Les paramétres associés aux propriétés
cinétiques de la rubisco (K¢, K, et T') sont considérés comme constants entre especes de plantes

supérieures. Leur sensibilité a la température est décrite par la relation suivante :

(c-2a )
parametre(K . ,K,,T)=e RT 28
C (o]

ol AH, est I'énergie d’activation de la réaction (J.mol™), R la constante des gaz parfaits (8,31

J.KY.mol™"), T la température absolue de la feuille (K) et ¢ un facteur d’ajustement.

L'ajustement a la température des parametres Vemax €t Jmax prend en compte I'existence d'une
phase initiale de réponse croissante jusqu’a une température seuil au-dessus de laquelle débute

la désactivation de la rubisco :

AH
c-—2)
R e RT
paramétre(Vmay »Imax ) = (TAS ey | (29)
1+ e RT

ol AH, représente I'énergie de désactivation de la réaction (J.mol™) et AS un terme d’entropie
(J.K*.mol™).

111.7.3. Mesures

Les courbes de réponse de l'assimilation nette en CO, (A) a la variation de la
concentration intracellulaire en CO, (C;) ont été réalisées a l'aide de deux appareils de mesure
d’échanges gazeux LI-6400 (LiCor, Inc., Lincoln, NE, USA). Dans ce systeme ouvert, la mesure
de A et de la transpiration repose sur la mesure des concentrations en CO, et en vapeur d'eau
par l'intermédiaire d’analyseurs de gaz a infra-rouge (IRGA). Ces IRGA, placés dans la téte de
mesure et non dans le corps de l'appareil, mesurent les concentrations en CO, et en vapeur
d’eau dans le flux d’'air sortant de la chambre de mesure contenant la surface foliaire étudiée.
Ces concentrations sont comparées a celles mesurées dans le flux d’air sortant d’'une chambre
de référence située elle-aussi dans la téte de mesure. La différence entre les deux mesures
permet ainsi de déterminer I'assimilation nette en CO, et la transpiration de la surface foliaire

étudiée.
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L’assimilation nette est déterminée en régime permanent avec une PPFD saturante de
1000 umol.m?.s™. Les mesures sont réalisées a une concentration en CO, décroissant de 900 a
50 ppm. La C; est calculée selon un modéle empirique a partir de la conductance stomatique,
elle-méme dérivée de la transpiration selon les relations décrites par Von Caemmerer et
Farquhar (1981) :

E
(gtc 'E)Ca -A
C. =

' E

+7
Otc 2

(30)

ol g est la conductance foliaire totale pour le CO,, E le taux d'évapotranspiration et C, la

concentration en CO, dans la chambre de mesure. Le paramétre g, est donné par la relation :

-1
1,6 1,37k,
+

Os Jel

Otc (31)

ol gs est la conductance stomatique pour la vapeur d’eau et g celle de la couche limite (fixée a
1,42 mol.m?.s™). Le rapport de diffusivité du CO, par rapport & la vapeur d’eau vaut 1,6 au
niveau des stomates et 1,37 pour la couche limite. Comme indiqué plus haut, le coefficient ks,
basé sur le ratio stomatique qui représente le rapport de la conductance stomatique d’'une face
de la feuille par rapport a l'autre face, vaut ici 1. La respiration a I'obscurité (R,) est déterminée

en fin de mesure en mesurant I'assimilation nette a 400 ppm en CO, a 'obscurité.

Les mesures ont été réalisées au laboratoire a 10, 20 et 35 jours de traitement, sur trois arbres
par traitement a 10 et 20 jours et quatre arbres par traitement a 35 jours. Une feuille par arbre et

par étage foliaire est étudiée. Les FE ne sont prises en compte qu'a 20 et 35 jours.

[11.8. Mesure de la fluorescence chlorophyllienne

111.8.1. Principe

Lorsqu’un quanta d’énergie lumineuse est absorbé par une molécule de chlorophylle, la
totalité de cette énérgie est transférée a ses électrons de valence. Ces électrons « excités »
retournent a leur état initial en libérant I'énergie absorbée de trois maniéres : photochimie (P),
dissipation sous forme de chaleur (H) et ré-émission de fluorescence (F). Comme ces trois
phénoménes entrent en compétition, la mesure de la fluorescence chlorophyllienne peut donner
des informations sur les deux autres processus (Maxwell & Johnson 2000). Cette relation peut

s'écrire :
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P+H+F=1 (32)

ou P, H et F représentent la fraction de I'énergie lumineuse absorbée utilisée par les trois voies
citées plus haut. Lorsque l'intensité lumineuse augmente, P diminue alors que H et F augmente.
Pour une intensité lumineuse saturante, H et F atteignent leur valeur maximale et P est nulle. On

a alors les relations suivantes :
Hn+Fn+0=1 (33)
Hn=1-F, (34)
On considere que le rapport entre la dissipation en chaleur et la ré-émission de fluorescence est
constant :

H
H_Hm (35)
F Fn

On peut ainsi écrire :

F(1-F
H =—( m) (36)
Fm
A partir des relations a) et e), P est donnée par :
F,-F
p=-1 37
= (37)

En mesurant la fluorescence chlorophyllienne avec une intensité lumineuse saturante (F.) et
non-saturante (F), on peut déterminer la proportion de I'énergie lumineuse utilisée par la
photochimie et dissipée sous forme de chaleur. La mesure de la fluorescence chlorophyllienne,
qui représente seulement 1 a 2 % de I'énergie lumineuse absorbée, repose sur la différence
entre la longueur d’onde d’émission de fluorescence et celle de la lumiére absorbée. De fagon
simplifiée, il suffit d’exposer la surface foliaire étudiée a une source lumineuse de longueur
d'onde connue et de mesurer la quantité de lumiére ré-émise a des longueurs d'onde

supérieures.

Lorsque la fluorescence chlorophyllienne est mesurée avec une intensité lumineuse non-
saturante sur une surface foliaire adaptée a la lumiére et présentant une photosynthése en
régime constant, la relation (37) s'écrit :
F-F
— — M S
Pumiere = Ppgy =——— (38)
F

m

ou F', représente la fluorescence chlorophyllienne maximale d’une feuille adaptée a la lumiére et

Fs la fluorescence chlorophyllienne mesurée lorsque la photosynthése fonctionne en régime
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constant. Pymiere COrrespond a la fraction de I'énergie lumineuse utilisée par la photochimie pour
une feuille adaptée a la lumiére. Ce parameétre, aussi appelé rendement quantique du PSII,
s’écrit généralement ®pg; (Genty et al. 1989). On observe une forte corrélation entre ®pg, et
I'efficacité de I'assimilation du CO, (Maxwell & Johnson 2000), mais cette corrélation tend a
disparaitre dans certaines conditions de stress (Fryer et al. 1998). En plus de donner des
indications sur l'efficacité globale de la photosynthése, ®ps, permet de déterminer le flux total
d’électrons transitant par le PSII (J, voir section suivante) qui décrit la capacité photosynthétique

globale in vivo (Genty et al. 1989).

Un autre parameétre associé a la photochimie peut étre déterminé a l'aide de la mesure de la
fluorescence chlorophyllienne. Il s’agit du quenching photochimique (gP), donné par la relation

suivante :

gp = Fn-Fs)

— (39)
(Fm - I:o )

Alors que ®pg; correspond a la proportion de I'énergie lumineuse absorbée utilisée par la
photochimie, gqP décrit la proportion de centres réactionnels du PSIl ouverts. Un centre
réactionnel est dit ouvert lorsque des accepteurs d’électrons situés en aval dans la chaine de
transfert d’électrons, en particulier la plastoquinone de type Qa, sont disponibles. ®pg), et qP sont
reliés par un troisieme parametre, F,/Fn, qui représente le rendement quantique maximal du PSII
en considérant que tous les centres réactionnels sont ouverts (Genty et al. 1989) :

Fy Fr"n _F;) (DPSII

= 0 = (40)
Fn Fry gP

Si ®pg; donne des indications relatives a l'efficacité globale de la photochimie, gP et F./Fq
apportent des informations quant aux processus qui peuvent altérer celle-ci (Maxwell & Johnson
2000). Une modification de gP peut étre causée par la fermeture des centres réactionnels du
PSII, ce qui indique une saturation de la photochimie par la lumiere. Une modification de F,/F

peut quant a elle provenir de l'altération de I'efficacité du quenching non-photochimique.

111.8.2. Mesures

La fluorescence chlorophyllienne a été mesurée in vivo au moyen d'un systéme de
mesure d'échanges gazeux couplé a un fluorimetre LI-6400-40 (LiCor, Inc., Lincoln, NE, USA).
Les mesures ont été réalisées au laboratoire a 10, 21, 28 et 35 jours de traitement, sur quatre
arbres par traitement. Les mesures sont réalisées sur des feuilles adaptées a la lumiére, avec
une PPFD de 1000 umol.m?.s™. Lorsque la photosynthése atteint un régime constant, une

mesure de l'assimilation nette (A), de la conductance stomatique (gs), de la concentration
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intracellulaire en CO, (C;)) et de la fluorescence chlorophyllienne a régime constant (Fs) est
réalisée. Un flash lumineux saturant est ensuite appliqué pendant une seconde, avec un PPFD
supérieur & 10000 pmol.m?.s™, et la fluorescence chlorophyllienne maximale (F’,,) est mesurée.
Puis I'échantillon est laissé a I'obscurité pendant quelques minutes pour la mesure de la

fluorescence chlorophyllienne minimale (F’,) et de la respiration & I'obscurité (Rp,).

111.8.3. Estimation de |la photorespiration

La densité du flux total délectrons a travers le PSIl (J;) est donnée par la relation

suivante :
Jr =Ppg, Q.fa (41)

Q correspond a la densité du flux de photons incident en pmol.m?.s™. Le coefficient f représente
la fraction des quanta absorbés utilisée par le PSIl. Ce coefficient vaut 0,5 en conditions
normales chez les plantes en C; comme le peuplier. Nous avons considéré que cette valeur
n'était pas modifiée par le traitement a I'ozone, comme cela a été démontré chez le bouleau
(Betula pendula Roth) (Eichelmann et al. 2004). L'absorbance foliaire est déduite des mesures
réalisées au chlorophylle-meétre CCM-200. Bauerle et al. (2004) ont établi une relation entre
I'absorbance foliaire mesurée a I'aide d’'un spectroradiomeétre (LI-1800 avec sphére intégratrice
1800-12S) et la teneur en chlorophylle déterminée au moyen du chlorophylle-métre Minolta
SPAD 502 :

a =89,2 — 56,8, 0723(SPAD) r2=0,94 (42)

Cette relation a été déterminée sur 338 échantillons foliaires provenant de cing espéces
ligheuses (P. trichocarpa x deltoides, Acer rubrum, Prunus persica, Quercus shumardii, Prunus

serotina).

Le fonctionnement du SPAD 502 est proche de celui du CCM-200 utilisé dans cette étude. Les
valeurs de teneur en chlorophylle déterminées par ces deux appareils sont reliées par une

relation curvilinéaire du troisieme ordre (Richardson et al. 2002) :
CCl = 0.964 + 0.185.SPAD — 0.002.SPAD? + 0.0002.SPAD? r2=0,97 (43)

Cette relation a été établie a partir de I'analyse de 100 feuilles de bouleau a papier (Betula
papyrifera Marsh.). En utilisant ces deux relations, les valeurs de CCl mesurées au CCM-200 ont

pu étre utilisées pour estimer I'absorbance foliaire dans nos échantillons.

Le flux d'électrons photosynthétiques (Jr) est partagé entre les activités de carboxylation et
d’'oxygénation de la rubisco. En considérant comme négligeables les autres voies de

consommation d’électrons photosynthétiques, on peut écrire :
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Jr=Jdc+Jo (44)

ou Jc et Jo correspondent aux flux d’électrons destinés respectivement a la carboxylation et
I'oxygénation du RuBP. Dans les tissus foliaires des espéces en C; en conditions naturelles, trois
processus concourent a [lutilisation du pouvoir réducteur et donc des électrons
photosynthétiques : I'assimilation nette de CO, (A), la respiration mitochondriale de jour (Ry) et la
photorespiration (P;). Sachant que quatre électrons sont nécessaires a la réduction d'une

molécule de CO, fixée, on peut établir la relation suivante :
1
(A+Ry +P) =7 Jc (45)

ou A, Rq et P, représentent la densité de flux de CO, libéré par chacune des trois voies citées,
exprimées en pmol.m?s™. Sachant que quatre électrons sont consommés par cycle
d’oxygénation et qu'une molécule de CO, est relachée apres deux cycles (Valentini et al. 1995),

on peut écrire :
Jo=4(2P) (46)

La combinaison des équations (44), (45) et (46) permet d’aboutir & un systeme de trois équations

a trois inconnues (Jc, Jo et Pr) (Valentini et al. 1995) :

Je= %[JT +8 (A + Ry)] (47)
Jo = %[JT —4 (A +Ry)] (48)
P, = % [Jr— 4 (A +Ry)] (49)

Ces relations permettent de calculer les paramétres Jc, Jo et P, & partir des mesures d’échanges
gazeux (A et Ry) et de la détermination du flux d’électrons total (J;y) par la mesure de la

fluorescence chlorophyllienne.

[11.9. Analyses biochimiques

111.9.1. Extraction et dosage des protéines solubles

111.9.1.1. Extraction

Environ 300 mg de matiére fraiche sont broyés dans I'azote liquide en présence de PVPP

(10 % m/m) et de 3,5 mL de tampon d’extraction dont la composition est la suivante :
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Tampon HEPES-KOH pH 7,5 (100 mM), PVP 25 (6 % m/m), PEG 20 (7 % m/m), DTT (2 mM),
MgCl, (5 mM), EGTA (5 mM), Glycérol (10 % v/v), Pepstatine (1 uM), Leupeptine (1 uM)

Les extraits sont centrifugés durant 20 minutes a 36 000 g et 4C (centrifugeuse Beckman Avanti
30, Rotor F-1010). Le volume de surnageant est mesuré et les extraits sont temporairement

stockés dans la glace.

[11.9.1.2. Filtration des extraits végétaux

Les extraits bruts sont dessalés par passage sur colonne Sephadex G25 (Pharmacia PD-
10, Orsay, France). Un volume d’extrait de 2,5 mL est ainsi filtré puis élué avec 3,5 mL de

tampon d’élution de composition :
Tampon HEPES-KOH pH 7,5 (100 mM), DTT (2 mM), MgCl, (5 mM), Glycérol (10 % v/v)

L'éluat est aliquoté et stocké a -80C avant d’étre analysé. Les mesures de concentration en

protéines solubles et d’activités enzymatiques sont réalisées sur cet éluat.

111.9.1.3. Quantification des protéines solubles

Le principe du dosage des protéines solubles est basé sur le déplacement d’absorption

du bleu de Coomassie de 465 a 595 nm lorsqu’il se complexe a une protéine (Bradford 1976) :

Forme cationique o Forme neutre o Forme anionique (fixe les protéines)
465 nm 650 nm 595 nm

Le dosage est effectué a l'aide d'un lecteur de microplagues de modele ELx 808 (Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA). Dans des microplagues comportant 96 puits de 300
UL, le mélange suivant est réalisé : 80 pL d’eau distillée, 80 pL d’extrait protéique dilué 100 fois
et 40 pL de réactif Biorad. La plaque est agitée durant 20 secondes afin d’homogénéiser le
mélange, puis laissée a incuber 10 minutes a température ambiante. L'absorbance est mesurée
a la longueur d'onde de 595 nm. Sur chaque plaque, une gamme étalon de sérum albumine
bovine (SAB) est réalisée, dans une gamme de concentration allant de 0 & 15 pyg.mL™. Deux

répétitions sont effectuées pour chaque échantillon.

111.9.2. Activités enzymatiques spécifiques

111.9.2.1. Principe des mesures

Les mesures d’activités enzymatiques sont toutes basées sur la variation d’absorbance

d’'un composé donné a une longueur d’'onde donnée. Pour la rubisco, la phosphoénolpyruvate
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carboxylase (PEPc) et I'hydroxypyruvate réductase (HPR), les mesures sont basées sur le
couplage des réactions qu’elles catalysent a I'oxydation du NADH. Le passage de I'état réduit du
noyau nicotinamide a sa forme oxydée entraine une diminution de son absorbance spécifique a
340 nm. La quantification du nombre de molécules de NADH oxydées permet de déterminer la
quantité de substrat transformée par chague enzyme en un temps et pour une quantité de
protéines donnés. Les mesures d'activité de la glycolate oxydase (GO) et la glutamine
synthétase (GS) sont basées sur la formation d’autres composés (respectivement la glyoxylate
phénylhydrazone et le y-glutamylhydroxamate). Pour chaque extrait, un dosage témoin et deux

essais sont réalisés.

111.9.2.2. Rubisco, activité carboxylase totale (EC 4.1.1.39)

On mesure ici la capacité in vitro de I'enzyme a catalyser la réaction de fixation d’'une
molécule de CO, a une molécule de ribulose bisphosphate (RuBP) selon le mécanisme

réactionnel suivant :

Rubisco
RUBP ——> 2APG — 5 2AC-1,3DPG —~=C 2Gal3P
s TN st
c:o2 2 ATP 2 NADH, H'

2 ADP+2 P; 2 NAD*
Le milieu réactionnel utilisé a la composition suivante (Pelloux et al. 2001) :

Bicine-KOH pH 8 (100 mM), ATP (3,5 mM), NaHCO; (25 mM), NADH (0,25 mM), CP (5 mM),
CPK (5 U.mL™), MgCl, (20 mM), Gal-3-PDH (5 U.mL™), 3-PGK (5 U.mL™)

La réaction enzymatique est déclenchée par addition de RuBP (0,5 mM).

Pour déterminer l'activité totale, le mélange extrait brut est incubé dans le milieu réactionnel au
bain-marie a 30T durant 15 minutes avant d’ajouter le RuBP. Cette étape a pour but d'activer
'ensemble des enzymes présentes dans I'extrait grace a une température et une teneur en CO,
optimales. Le dosage est effectué a I'aide d’'un lecteur de microplaques de modeéle ELx 808 (Bio-

Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA).

111.9.2.3. Phosphoénolpyruvate carboxylase (EC 4.1.1.31)

Cette enzyme catalyse la fixation du CO, dissous dans le cytosol sous forme de HCOj
sur le phosphoénolpyruvate pour former de I'acide oxaloacétique (AOA). Le dosage de cette
enzyme est basé sur la réaction couplée entre la formation d’AOA et celle du malate, qui fait

intervenir une oxydation de NADH :
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PEPc
PEP o >  AOA > Malate
A A
HCO* NADH, H* .
P, NAD

Le milieu réactionnel utilisé est le suivant (Fontaine et al. 2003) :

Tris-HCI pH 8 (112,5 mM), MgCl, (5 mM), NaHCO; (5 mM), NADH (0,2 mM), G6P (2 mM),
MDH (3 U.mL™)

La réaction est déclenchée instantanément par ajout de PEP (4 mM) au mélange extrait brut +
milieu de dosage, et l'activité de I'enzyme est suivie durant 15 minutes a 30C apres 3 minutes
d’'incubation a l'obscurité. Le dosage est effectué a l'aide d'un lecteur de microplaques de
modele ELx 808 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA).

111.9.2.4. Hydroxypyruvate réductase (EC 1.1.1.29)

Cette enzyme péroxysomale catalyse la réduction de I'hydroxypyruvate en glycérate. Le

dosage est basé sur la consommation de NADH associée a la réaction :
HPR

Hydroxypyruvate /\' » Glycérate

NADH,H*

NAD"

Le milieu réactionnel suivant est utilisé :
KH,PO, / Na,PO,4 pH 5,8 (50 mM), NADH (0,33 mM)

La réaction est déclenchée par ajout d’hydroxypyruvate-KOH pH 5,8 (4 mM). L’activité est
mesurée a 30C durant 10 minutes apres 3 minutes d’incubation a I'obscurité, au moyen d’un
lecteur de microplagues de modele ELx 808 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont,
USA).

111.9.2.5. Glycolate oxydase (EC 1.1.3.1.)

Cette enzyme catalyse la formation de glyoxylate et d’eau oxygénée a partir de glycolate
et de dioxygéne, en présence de son cofacteur la flavine mononucléotide (FMN). Le dosage est
basé sur la réaction spontanée entre le glyoxylate et la phénylhydrazine qui produit le glyoxylate

phénylhydrazone, un composé qui absorbe dans les UV a 324 nm :
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Glycolate o Glyoxylate / » Glyoxylate phénylhydrazone

FMN

O H,O, Phénylhydrazine

La composition du milieu réactionnel est la suivante :
Bicine-KOH pH 8 (100 mM), Phénylhydrazine (3,3 mM), FMN (10 uM)
La réaction est déclenchée par I'ajout d’acide glycolique-KOH pH 7 (5 mM).

L'augmentation de I'absorbance est suivie durant 10 minutes, apres 3 minutes d’incubation a
I'obscurité. Le dosage est réalisé au moyen d’'un spectrophotometre Beckman DU 640 (Beckman

Coulter France, Villepinte, France).

[11.9.2.6. Glutamine synthétase (EC 6.3.1.2.), activité transférasique

In vivo, la glutamine synthétase (GS) participe a l'assimilation primaire de l'azote et
catalyse la biosynthese de glutamine a partir de glutamate (activité biosynthétique). In vitro,
l'activité GS catalysant la réaction inverse (activité transférasique) peut étre dosée par une

méthode colorimétrique selon la réaction suivante :

GS

L-Glutamine + NH,0, ﬁ' y-Glutamylhydroxamate
ADP

ATP

En présence de FeCls, le y-glutamylhydroxamate forme un complexe coloré brun dont la densité
optique est mesurée a 540 nm. La quantité de produit formée est déterminée a partir d’'une

courbe-étalon réalisée avec des concentrations croissantes en y-glutamylhydroxamate.
Le milieu réactionnel a la composition suivante :

Tris-HCI pH 7,2 (50 mM), MgSO, (20 mM), Hydroxylamine (30 mM), Na,EDTA (4 mM), Arsenate
de K* (20 mM), L-Glutamine (125 mM), ADP (0,5 mM)

Des témoins sont réalisés en absence d’ADP. La réaction se déroule & 30C pendant 30 min et
est stoppée par I'addition de 1 mL d’une solution contenant : FeCI3 (0,37 M), TCA (0,2 M) et HCI
(0,67 M). Les échantillons sont laissés 20 minutes a température ambiante, sans agitation, avant
la mesure de densité optique a 540 nm a l'aide d'un spectrophotometre Beckman DU 640

(Beckman Coulter France, Villepinte, France).
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111.9.2.7. Calcul des activités spécifiques

Les activités enzymatiques spécifiques (AS) sont exprimées en nanokatal. Un nanokatal
correspond au nombre de nanomoles de substrat transformées par seconde et par milligramme

de protéines solubles.

Chaque substrat est caractérisé par son coefficient d’extinction molaire €, qui correspond a la
variation d’absorbance mesurée a une longueur d’'onde donnée, pour un trajet optique de 1 cm,

provoquée par la transformation d’'une nanomole de ce composé par mL.

€ (NADH) = 0,00622 € (Phenylhydrazone) = 0,017

L'activité spécifique de I'enzyme (AS) est calculée selon la formule suivante :

_ ADO.mintx€x103
V xC x 60

AS (50)

extrait prot

0U Vexrait réprésente le volume d’extrait et C,o; la concentration en protéines solubles de I'extrait.
Les facteurs 10° et 60 permettent de revenir & des nanomoles de substrat transformé en une

seconde.

111.9.3. Révélation sur gel de I'activité glutamine synthétase (EC 6.3.1.2.)

Environ 300 mg de matiere fraiche foliaire sont broyés dans I'azote liquide en présence

de PVPP (10 % m/m) et de 2,5 mL de tampon d’extraction dont la composition est la suivante :
Tampon-HCI pH 7,4 (100 mM), MgCl, (1 mM), B-mercaptoéthanol (5 % v/v)

Les extraits sont centrifugés durant 30 minutes a 14 000 g et 4T (centrifugeuse Beckman Avanti
30, Rotor F-1010). La concentration en protéines solubles et I'activité spécifique totale de la GS

sont mesurées dans le surnageant selon les méthodes décrites précédemment.

Les extraits obtenus sont séparés a 4C par électrophorése en condi tions natives au moyen d’un
systéme Bio-Rad Mini-Protean Il (Bio-Rad Laboratories, Ivry-sur-Seine, France). La séparation
est réalisée a 90 V par gel de 15 mm dépaisseur. La concentration en
acrylamide/polyacrylamide des gels de concentration et de résolution est respectivement de
4,5 % et 6 %. Aprés 2 a 3 heures de migration, les gels sont incubés pendant 1h30 a 40C dans

le milieu réactionnel suivant ;

Tris-HCI pH 7,2 (50 mM), MgSO, (20 mM), Hydroxylamine (60 mM), Na,EDTA (4 mM), Arsenate
de K* (20 mM), L-Glutamine (250 mM), ADP (1 mM).

A lissue de la période d’incubation, la réaction GS est stoppée en versant a la surface des gels

une solution ferrique dont la composition est la suivante :
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FeClI3 (0,37 M), TCA (0,2 M) et HCI (0,67 M).

En présence de FeCl;, le y-glutamylhydroxamate produit par l'activité GS forme un complexe

coloré brun.

111.9.4. Immunodétection de la GDC H et de la SHMT

111.9.4.1. Préparation des extraits protéiques dénaturés

Environ 200 mg de matiére fraiche sont broyés dans I'azote liquide en présence de PVPP

(10 % m/m) et dilués dans 2 mL d’un tampon d’extraction dont la composition est la suivante :

KH,PO, / Na,PO, pH 7,5 (62,5 mM), SDS (2 % m/v), Glycérol (10 % v/v), Bleu de bromophénol
(0,001 % m/v), B-mercaptoéthanol (5 % v/v)

Les extraits sont centrifugés durant 20 minutes a 16 000 g et 4C (centrifugeuse Beckman Avanti
30, Rotor F-2402). La concentration en protéines solubles est déterminée dans le surnageant en
prenant en compte la présence de p-mercaptoéthanol a I'aide des réactifs Bio-Rad D¢ (Lowry et

al. 1951). Les extraits sont maintenus pendant 5 min a 100C de facon a dénaturer les protéines.

111.9.4.2. Séparation par SDS-PAGE et transfert sur membrane

Des quantités égales de protéines solubles (75 ug) sont séparées par SDS-PAGE (SDS —
polyacrylamide gel electrophoresis) a l'aide d’'un systeme Bio-Rad Mini-Protean Il (Bio-Rad
Laboratories, Ivry-sur-Seine, France). La séparation est réalisée a 90 V par gel de 0,75 mm
d’épaisseur. La concentration en acrylamide/polyacrylamide des gels de concentration et de

résolution est respectivement de 4,5 % et 10 %.

Les protéines séparées sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose (Protran,
Schleicher & Schuell - Whatman, Dassell, Allemagne) & 4 mA.cm™ au moyen d’'un systéme de
transfert semi-sec (Trans-Blot SD, Bio-Rad). Aprés coloration au rouge Ponceau, la membrane
est conservée pendant la nuit & 4C sous agitation modérée dans une solution de blocage dont

la composition est la suivante :

SAB (2 % ml/v), lait en poudre (2 % m/v), Tris-HCI pH 7,6 (20 mM), NaCl (0,5 M), Tween 20
(0,05 % v/v).

L'étape de blocage permet de saturer la surface de la membrane et ainsi d’éviter I'hybridation

aspécifique des anticorps primaires et secondaires.
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111.9.4.3. Immunodétection des protéines

Aprés ringage dans la solution de blocage, la membrane est incubée pendant 2 h a
température ambiante sous agitation modérée dans la solution de blocage additionnée des
anticorps dirigés contre la sous-unité H du complexe glycine decarboxylase (GDC, EC 2.1.2.10)
et la sérine hydroxymethyltransferase (SHMT, EC 2.1.2.1), dilués respectivement 10000 et
15000 fois. Les deux types d’anticorps sont des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre des

protéines purifiées a partir de feuilles d’épinard (Agrisera, Vannas, Sweden).

La membrane est & nouveau rincée dans la solution de blocage puis incubée 1 h dans cette
méme solution additionnée des anticorps secondaires dilués 3000 fois. Ces anticorps dirigés

contre les IgG de lapin sont couplés a une péroxydase fixée au niveau de leur partie constante.

Apres rincage dans une solution identique a la solution de blocage sans lait ni SAB, la révélation
du signal de chémiluminescence produit par I'activité de la péroxydase conjuguée aux anticorps
secondaires est réalisée au moyen du kit Western Lightning Reagent Plus (PerkinElmer Life
Sciences, Boston, USA). Le signal est enregistré sur des films d’'autoradiographie (Amersham
Biosciences UK, Ltd.) en utilisant les solutions de fixation et de révélation Kodak GBX
(Carestream Health, Inc.). Les films sont ensuite scannés a I'aide d’'un systéme d’acquisition Gel
Doc XR et analysés avec le logiciel Quantity One (Bio-Rad Laboratories). La masse moléculaire
des bandes révélées est estimée en comparaison des marqueurs de masse moléculaire

Precision Plus (Bio-Rad Laboratories).

[11.10. Traitement statistigue

Le traitement statistique des données physiologiques a été réalisé a I'aide du logiciel SPSS
version 13.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).

111.10.1. Comparaison d’échantillons

La comparaison de deux échantillons est effectuée au moyen du test t de Student pour
échantillons indépendants au seuil de risque a de 0,05. Au préalable, un test de Levene pour
I'égalité des variances dans les deux échantillons est réalisé a a = 0,05. Si I'égalité des variances
n'est pas vérifiée, les échantillons sont comparés a 'aide un test non paramétrique U de Mann-
Whitney (a = 0,05). La comparaison de plus de deux échantillons est réalisée par une analyse de
la variance (ANOVA univariée) au seuil de risque a de 0,05, suivie du test post hoc de Scheffe (a

= 0,05). Les variations avec le temps d’'une série de données sont évaluées de cette maniere.
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111.10.2. Relation linéaire

La relation entre deux variables est testée par régression linéaire. Le niveau de
signification de la liaison entre la variable dépendante et la variable explicative est déterminé par
ANOVA, en utilisant la loi de Fisher-Snédécor.

111.10.3. Comparaison de pentes

Les droites obtenues par régression linéaire sont séparées statistiquement en comparant
les coefficients directeurs des deux droites a I'aide d’'un test de Student. Le T est calculé de la

facon suivante :

_ arm ~8pR (51)

SY(N-1) | [ SX(N-1) )

avec a le coefficient directeur de la droite de régression linéaire, S?, la covariance, S? la
variance dans x et N l'effectif de chaque échantillon (FJ et FM). La probabilité associée au test

de Student est déterminée en bilatéral & (Ngy — 2) + (Ng; — 2) degrés de liberté.
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Figure 32 : Concentration en ozone dans les
chambres de fumigation lors des trois expériences
réalisées (2004, 2006 et 2007). Les courbes sont
dessinées a partir des moyennes horaires de
concentration en ozone (en ppb) mesurée dans
les huit chambres de fumigation (1 a 4 : air filtré; 5
a 8 : air filtré + ozone) a chaque heure pendant 35
jours (moyenne avec n = 35).
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Figure 33 Exposition a l'ozone dans les

chambres de fumigation enrichies en ozone
(chambres 5 a 8) lors des trois expériences
réalisées (2004, 2006 et 2007). Les valeurs
représentent 'AOT40 quotidien moyen (en ppb-h)
sur les 35 jours de traitement (moyenne * écart-
type, n = 30 a 35). Les lettres indiquent les sous-
groupes de moyennes égales (ANOVA suivi du
test de Scheffé, a = 0,05).
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Figure 34 : Evolution des indices cumulatifs d’exposition & l'ozone au cours des trois périodes de
fumigation (2004, 2006 et 2007) : A. SUMOO et d’AOT40 et B. dose cumulée d’ozone (CUQO) pour
I'expérience de 2004. Les valeurs de SUMOO et d’AOT40 représentent les moyennes en ppm-h des
mesures dans les quatre chambres de fumigation enrichie en ozone. Le CUO a été déterminé a partir
du flux stomatique pour les feuilles matures (FM) et jeunes (FJ) des peupliers traités. Pour chaque
étage foliaire, moyenne et écart-type sont indiqués (n = 8).
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RESULTATS

|. Fumigation

|.1. Exposition journaliére

L’évolution moyenne au cours de la journée de la concentration en ozone dans les huit
chambres de fumigation lors des trois expériences réalisées au cours de ce travail est présentée
dans la figure 32. Les courbes sont tracées a partir des moyennes horaires de concentration en
ozone pour chaque tranche horaire au cours des 35 jours de traitement. De maniére générale, la
concentration en ozone dans les chambres enrichies atteint un plateau moins d’une heure aprés
le déclenchement de la production d’ozone, se maintient & ce niveau de facon plus ou moins
stable pendant une dizaine d’heures et décroit rapidement apres l'arrét des générateurs d’ozone.
Dans les chambres en atmosphere filtrée, la concentration en ozone demeure tres faible, a
I'exception de pics ponctuels ne dépassant pas 15 ppb, probablement causés par la remontée
d'une partie de I'ozone présent dans les chambres enrichies dans le circuit général de ventilation
lors d'interventions ponctuelles dans les chambres. Dans les chambres enrichies en ozone, la
durée de la période quotidienne d’exposition est de 10 h 30 a une concentration de 90 ppb
environ pour 2004 et de 10 h 30 a 100 ppb pour 2006. Le pic observé a 7 h en 2006 est la
conséqguence de linterruption de la fumigation tous les deux a trois jours autour de 8 h pour
intervenir dans les chambres phytotroniques et effectuer différentes mesures (chlorophylles,
croissance, échanges gazeux). Pour 2007, la concentration en ozone affiche un premier pic a
100 ppb environ autour de 8 h 30 avant de diminuer & 80 ppb vers 10 h puis de se stabiliser
entre 100 et 120 ppb selon les chambres pendant environ 9 h. Ces variations sont la
conséquence de prélévements foliaires réalisés pour I'extraction de chloroplastes, technique
relativement longue et nécessitant I'utilisation de tissus foliaires frais. Les creux observés autour
de 15h en 2004 et 2006 sont dus a linterruption de la fumigation pour permettre des

prélévements en milieu de photopériode.

Le niveau d’exposition a I'ozone de 2004 apparait a premiere vue plus faible que ceux de 2006
et 2007. Cependant, les valeurs des indices cumulés d’exposition (SUM0O et AOT40) lors des

trois expériences sont assez proches.
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Figure 35 : Symptdmes visibles associés a I'exposition a
I'ozone apres 35 jours de traitement : A. perte de la coloration
et de [laspect brillant des feuilles matures, B. zones
nécrosées sur la face supérieure des feuilles matures C. perte
de coloration et défeuillaison prononcée.

A. et B. d’aprés Bohler et al. (2007) Proteomics, 7, 15 : 1584-1599.
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Figure 36 : Evolution du nombre total de feuilles tombées pour les arbres exposés a
'ozone (symboles ouverts) et les arbres en air filtré (symboles pleins) au cours des 35
jours de traitement, calculé pour un méme nombre d’arbres dans chaque condition (0 a 14
jours:n=40;14a25jours:n=36;25a35jours: n=32).
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l.2. SUMOO et AOT40

Aprés 35 jours de fumigation, les arbres traités ont été exposés a un SUMOO de 37,92
ppm-h en 2004, 41,53 ppm-h en 2006 et 39,47 ppm-h en 2007 et a un AOT40 de 23,19 ppm-h
en 2004, 26,68 ppm-h en 2006 et 24,77 ppm-h en 2007 (figure 34.A). Pour les deux indices, les
courbes montrent une progression quotidienne réguliere au cours des 35 jours de traitement. Les
moyennes quotidiennes de SUMO0O et d’AOT40 de 2004 sont inférieures a celle mesurées pour
2006 et 2007, mais les valeurs de ces deux indices cumulées sur I'ensemble de la période de
traitement restent pour 2004 assez proches de celles de 2006 et 2007 du fait du plus grand
nombre de journées completes de fumigation (35 en 2004, contre 32 en 2006 et 30 en 2007).
L'interruption des périodes de fumigation est due a I'épuisement des bouteillles d’oxygéne
nécessaire a la production d'ozone et au délai de leur remplacement. Pour une méme
expérience de fumigation, les moyennes quotidiennes de SUMOO et d’AOT40 ne different pas de

maniére significative d'une chambre a l'autre (ANOVA, a = 0,05) (figure 33).

|.3. Dose d’ozone cumulée (CUO)

La dose cumulée d’ozone (CUQO) associée au flux stomatique a été déterminée pour les
étages foliaires FM et FJ (figure 34.B), pour lesquelles les échanges gazeux ont été mesurés sur
un méme échantillon de feuilles tout au long de la période de fumigation. Dans les deux types de
feuilles, le CUO progresse régulierement avec le temps, avec un infléchissement en fin de
traitement plus marqué chez les FM. Des la premiére semaine de fumigation, les FJ montrent un
CUO supérieur a celui des FM. A 35 jours de traitement, la valeur moyenne de CUO s'éléve a
9,7 mmol.m?.s™ pour les FM contre 19,9 mmol.m?s™ pour les FJ. La différence de CUO
observée entre les deux étages foliaires provient des variations de la conductance stomatique au

cours du développement foliaire (cf paragraphe V.2. de la présente section).

Il. Symptomes associés a I'exposition a 'ozone

[1.1. Symptdbmes foliaires visibles

En réponse a I'exposition a I'ozone, les arbres traités ont montré des symptéomes visibles
foliaires de quatre types : nécroses, chlorose, perte de I'aspect brillant et sénescence accélérée
(figure 35).
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Air filtré

Figure 37 : Mise en évidence du peroxyde d’hydrogene sur des disques foliaires prélevés a 35 jours
de traitement sur des feuilles pleinement développées. Les clichés représentent des disques foliaires
prélevés sur des arbres témoins (A. et C.) ou traités a I'ozone (B., D. et E.), avant et apres
décoloration a I'éthanol. En C., D. et E., les tissus foliaires ont été colorés au DAB pour mettre en
évidence le peroxyde d’hydrogéne. En D., les fleches indiquent des zones colorées non nécrosées.
En E., agrandissement 4x d’'une zone nécrosée ; les fléeches indiquent des zones colorées en bordure
de nécrose et suivant le réseau des nervures.
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Les arbres exposés a I'ozone ont montré des symptdmes de nécrose foliaire aprés 4 a 6 jours de
traitement, sous la forme de taches brun-noir sur la face supérieure des feuilles pleinement
développées. De taille assez réduite au début (quelques mm?2 tout au plus), ces taches ont
souvent évolué en zones nécrotiques plus étendues, pouvant représenter jusqu’'a 20 % de la
surface foliaire en fin de traitement (soit plusieurs cm?2). Les feuilles appartenant a I'étage foliaire
FJ, feuilles marquées dont le développement s’est déroulé pendant la période de fumigation,
n'ont montré des taches nécrotiques qu'a partir du moment ou elles ont atteint leur pleine
expansion, c'est-a-dire a partir de 14 jours (cf. figure 41). Par ailleurs, les feuilles qui se sont
développées au moins en partie en présence d'ozone affichaient en fin de traitement une
décoloration marquée. Leur face supérieure présentait en outre un aspect beaucoup moins
brillant que celle des feuilles des arbres en air filtré. Enfin, une défeuillaison prononcée a été
observée pour les arbres traités, touchant les feuilles les plus agées. La différence entre le
nombre total de feuilles tombées pour les arbres traités et pour les arbres en air filtré apparait

lors des 10 derniers jours de traitement (figure 36).

[1.2. Mise en évidence du peroxyde d’hydrogene

La mise en évidence du peroxyde d’hydrogene a été réalisée sur des disques foliaires
prélevés en fin de traitement sur des feuilles complétement développées. Les tissus foliaires
prélevés ont été décolorés a I'éthanol puis infiltré en présence ou non de DAB, composé
produisant une coloration brun rouge en présence de peroxyde d’hydrogene. La figure 37 montre
guelgues exemples représentatifs des résultats obtenus. Les clichés des tissus foliaires avant
décoloration a I'éthanol permettent d'illustrer la chlorose plus ou moins prononcée des feuilles
des arbres exposés a l'ozone et mettent en évidence les taches nécrotiques sur leur face
supérieure. En absence de DAB, ni les tissus décolorés des feuilles traitées ni ceux des feuilles
témoins ne sont colorés. En présence de DAB, aucune coloration n’est observée sur les disques
foliaires prélevés sur des arbres en air filtré. En revanche, les tissus foliaires provenant d’arbres
traités montrent en présence de DAB une coloration brun-rouge en bordure des nécroses et le
long des nervures. A 35 jours de fumigation, la quasi-totalité des feuilles pleinement développées
exposées a I'ozone porte des nécroses, et ces néecroses sont systématiquement entourées de ce
type de coloration. Par ailleurs, des zones colorées peuvent aussi étre observées au niveau de

ZONEes non Nécrosees.

70



Tableau 3 :
Effet de I'exposition a l'ozone sur les paramétres de croissance et d’accumulation de
biomasse de la plante entiere pendant les 35 jours de traitement.

L’effet de 'ozone est déterminé sur les paramétres mesurés apres 35 jours de fumigation a
120 ppb pour les arbres traités et les arbres témoins (paramétres de croissance et nombre de
feuilles, n = 28; paramétres de biomasse, RGR et SLA, n = 8). La significativité de I'effet du
traitement est indiquée par la valeur p du test t de Student.

5 —
Paramétres apres 35 jours % de variation  Valeur de p

(ozone / air filtré) (testt)
Croissance en hauteur (cm) +15% 0,644
Croissance radiale (mm) -13,3% 0,006
Production totale de matiére fraiche (g) -18,4% 0,071
Production totale de matiére séche (g) -8,7% 0,365
Humidité pondérale totale (9,,,,-Oys™) -11.8% 0,035
RGR (9.9 " -3,7% 0,439
SLA (cm2.gus ™) -11,6 % 0,022
Nombre de feuilles tombées par arbre + 35,7 % 0,007
Nombre de feuilles formées par arbre +7% 0,171
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Résultats

[1l. Croissance et biomasse

Le tableau 3 montre I'impact de I'ozone sur la croissance et I'accumulation de biomasse
des arbres traités a l'issue de la période de 35 jours de fumigation. L'exposition a I'ozone n’a pas
eu d'effet sur la croissance en hauteur mais a réduit de 13 % la croissance radiale des arbres
traités (p = 0,006). Ceux-ci affichent une biomasse totale de matiére fraiche 18 % inférieure a
celle des arbres en air filtré (p < 0,1). Cette réduction de biomasse se répartit entre les racines (-
25 % ; p < 0,1), la tige (-9 % ; n.s.) et les feuilles (-12 % ; n.s.) (figure 38). La biomasse de
matiére séche est dans une moindre mesure affectée chez les arbres traités (-9 % pour la plante
entiere, -15 % pour les racines, -6 % pour la tige et -2 % pour les feuilles), mais cette tendance a
la baisse n'est pas significative en termes statistique au seuil de risque a = 0,1. L’humidité
pondérale des arbres exposés a I'ozone est en revanche inférieure de 12 % (p < 0,05) a celle
des arbres témoins, avec en particulier une diminution de 15 % (p < 0,01) pour les racines, de 4
% (n.s.) pour la tige et de 13 % (p < 0,05) pour les feuilles. En comparaison aux réductions de
croissance et de biomasse décrites, le taux de croissance relative (RGR), déterminé en fonction
de la matiere seche, affiche une réduction limitée de 3,5 % (n.s.). Par ailleurs, les arbres exposés
a I'ozone exhibent un taux d’'abscission foliaire supérieur de 36 % (p < 0,05) a celui des arbres
en air filtré et un taux de formation de nouvelles feuilles 7 % plus important (n.s.). Aprés 35 jours
de traitement, les arbres traités affichent une surface foliaire spécifique plus faible que celle des

arbres témoins (+12 % ; p < 0,05).

V. Développement foliaire

IV.1. Détermination de la surface foliaire

Une relation log-linéaire a pu étre établie entre la surface (SF, en dm?) et les dimensions
(longueur L et largeur I, en cm) foliaires (figure 39). Le traitement n’'affectant pas les relations
obtenues (ANOVA univariée, a = 0,05), une analyse par régression linéaire a été réalisée en
prenant en compte I'ensemble des points et a permis de déterminer les relations log-linéaires
présentées sur la figure 39 (n = 97 ; p < 0,0001). L'intégration de la longueur et de la largeur en
tant que variables permet d’améliorer le coefficient de régression et aboutit a la relation

suivante :
log(SF) = 1,068.log(L) + 1,003.log(l) + 1,733 R2=0,996 (52)

L’application d’'un modéle linéaire intégrant la surface foliaire en tant que variable dépendante et

la longueur, la largeur et le traitement (ozone/air filtré) en tant que variables explicatives confirme
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Figure 39 : Relation log-linéaire entre la surface foliaire (en mmz?) et A. la longueur et B. la largeur
(en cm) de feuilles d’arbres traités (symboles ouverts) et témoins (symboles pleins) a I'issue de la
période de fumigation de 35 jours. Le traitement n'ayant pas d’effet sur la relation obtenue
(ANOVA univariée, a = 0,05), la régression linéaire est établie a partir de 'ensemble des points et
caractérisée par la droite, I'équation de droite et le coefficient de régression indiqués sur le graphe
(n=97; p <0.0001).
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Figure 40 : Evolution de la surface foliaire individuelle moyenne au cours des 35 jours de
traitement de 2004 et 2006 pour les feuilles matures (FM, carrés), jeunes (FJ, losanges) et en
expansion (FE, triangles) (symboles pleins : air filtré; symboles ouverts : air filtré + ozone). Pour
2004, les valeurs représentent la moyenne * écart-type (n = 8) et les étoiles indiquent la
significativité de la différence entre arbres traités et arbres témoins (test t de Student, p < 0.05).
Pour 2006, seules les moyennes sont présentées (n = 4).
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I'absence d’effet de I'exposition & I'ozone sur la relation linéaire établie (p = 0,778), ce qui permet
de valider son utilisation pour déterminer la surface d’'une feuille a partir de la mesure de ses
dimensions pour les arbres traités comme pour les arbres en air filtré. De plus, le fait que la
relation linéaire soit conservée sur 'ensemble de la gamme de taille des feuilles étudiées permet

d’appliquer cette relation quelque soit le stade de développement foliaire considéreé.

IV.2. Evolution de la surface foliaire

La mesure systématique des dimensions des feuilles prélevées au cours des expériences
de 2004 et de 2006 a permis de suivre I'évolution de la surface des feuilles des trois étages
foliaires étudiés (figure 40). L’échantillonnage plus réduit en 2006 limite la portée des
informations statistiques apportées par cette deuxiéme série de données. En conséquence, la
description des données de 2004 sera privilégiée. La surface des feuilles matures (FM),
complétement développées avant le début de la période de fumigation, se maintient entre 3 et
3,5 dm? et n’est pas affectée par I'exposition a I'ozone. La surface des feuilles jeunes (FJ), se
développant au cours de la période de traitement, passe de 1 & 2,5 dm? lors des deux premiéres
semaines puis plafonne a cette valeur maximale. L’exposition a I'ozone tend a ralentir le
développement des FJ (-17 % a 7 jours, p < 0,05). Néanmoins, la pente déterminée sur la partie
linéaire d’expansion des feuilles des arbres traités n’est pas statistiquement différente de celle
des feuilles des arbres en air filtré (ANCOVA, a = 0,05). Les feuilles en expansion (FE), prises en
compte & partir du 14°™ jour de traitement et dont le stade de développement est comparable a
celui des FJ a temps 0, affichent une surface foliaire stable d’environ 1 dm?, équivalente a celle
de ces derniéres. La surface des FE des arbres traités tend a étre supérieure a celle des FE des
arbres témoins (+30 % a 14 jours et +20 % a 21 jours, p < 0,05). La série de données de 2006
permet de valider un certain nombre d'observations : surface maximale d’environ 3,5 dm2 pour
les FM et 2,5 dm2 pour les FJ, expansion maximale des FJ atteinte a partir de 14 jours de
traitement. L'exposition a 'ozone ne semble pas avoir eu d’'effet sur la surface foliaire des FM ni
des FJ, ce qui est confirmé par des tests statistiques non paramétriques, mais le faible nombre

de répétitions (n = 4) limite la valeur de ces conclusions.
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Figure 41 : Evolution de A. la teneur en chlorophylles totales (Chl), B. I'assimilation nette de CO, (A)

N

et C. la conductance stomatique pour la vapeur d'eau (g, des feuilles a trois stades de
développement, feuilles en expansion (FE, triangles), feuilles jeunes (FJ, losanges) et feuilles
matures (FM, carrés) au cours des 35 jours de traitement (en air filtré : symboles pleins et lignes
continues, ozone : symboles ouverts et lignes pointillées). Les mesures ont été réalisés in situ dans
les conditions de culture. Les valeurs représentent la moyenne + écart-type des parametres étudiés
(Chl n =16, A et g, n = 8). Les étoiles indiquent une différence significative entre arbres traités et
arbres témoins (test t de Student, p <.05).
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V. Parametres photosynthétigues

V.1. Teneurs en chlorophylles totales

La figure 41.A montre I'évolution au cours de la période de fumigation de la teneur en
chlorophylles totales dans les trois groupes de feuilles étudiés. Pour les FM, la teneur en
chlorophylles totales ne varie pas avec le temps (ANOVA, a = 0,05), se maintenant autour de
0,4 g.m'z, mais est réduite dans les FM des arbres exposés a I'ozone a 0,3 g.m'z. Cette réduction
apparait dés 7 jours (-16 % ; p < 0,05) et est plus marquée en fin de traitement (-26 % a 23 jours,
-21 % a 27 jours et -27 % a 35 jours; p < 0,05). Pour les FJ en air filtré, la teneur en
chlorophylles augmente de 0,2 & presque 0,6 g.m? de 4 a 23 jours, avant de décliner ensuite
jusqu’a 0,45 g.m™ a 35 jours. La teneur en chlorophylles des FJ exposées a I'ozone augmente
de maniere similaire pendant les deux premieres semaines mais affiche lors des deux semaines
suivantes un niveau bien inférieur a celui des FJ témoins (-38 % a 23 jours ; p < 0,05). Enfin, la
teneur en chlorophylles totales des FE passe de 0,2 & 0,4 g.m? de 14 & 35 jours de traitement et
n'est pas affectée par I'exposition a I'ozone, a I'exception d’'une légére diminution de 8 % a
21 jours (p < 0,05).

V.2. Assimilation nette de CO » et conductance stomatique

Les deux volets inférieurs de la figure 41 décrivent I'évolution au cours de la période de
fumigation de 'assimilation nette de CO, (A) et de la conductance stomatique (gs) pour les trois
étages foliaires considérés. Pour les FM des arbres en air filtré, ces deux parametres déclinent
graduellement au cours des 35 jours d’expérience (ANOVA, p < 0,05). A et gs passent ainsi de
5 umol.m?.s™ et 200 mmol.m®.s™ en début d’expérience a respectivement 2,5 umol.m?.s* et
75 mmol.m?.s™ aprés 35 jours. A partir de la deuxiéme semaine de traitement, I'exposition &
I'ozone réduit I'assimilation de 20 a 40 % (p < 0,05) sans que la conductance stomatique ne soit
modifiée. Les FM traitées affichent en fin de traitement une assimilation tres faible d’a peine
1,5 umol.m?.s™. Pour les FJ témoins, A et g tendent & augmenter pendant les trois premiéres
semaines d’expérience, mais cette tendance ne se révele pas significative (ANOVA, a = 0,05). A
et gs atteignent & 17 jours une valeur maximale de 7,5pumol.m?s™® et 0,4 mmol.m?s*
respectivement. A partir de ce point, les deux parameétres diminuent avec le temps et affichent
une valeur de 5 pmol.m?.s™ et 180 mmol.m?.s™ en fin d’expérience. L’exposition a 'ozone réduit
'assimilation nette des FJ traitées a partir de la deuxieme semaine de traitement et cette
réduction devient significative a partir de 21 jours (-20 a -35 % ; p <0,05). La conductance
stomatique des FJ des arbres exposés a I'ozone exhibe une diminution de 10 a 21 jours de

traitement par rapport aux FJ des arbres en air filtré, particulierement marquée a 17 jours (-44 %
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Figure 42 : Réponse de I'assimilation nette de CO, (A) a la variation de la concentration intercellulaire
en CO, (c) pour des feuilles a trois stades de développement (feuilles en expansion FE, feuilles jeunes

FJ et feuilles matures FM) a 10, 20 et 35 jours de traitement (air filtré

: symboles pleins, ozone :

symboles ouverts). Les mesures ont été réalisés in vivo au laboratoire en conditions lumineuses
saturantes (PPFD de 1000 pmol.m2.s1). Pour chaque traitement et étage foliaire, les valeurs
représentent la moyenne + écart-type des couples A/c, (10 et 20 jours n = 3 ; 35 jours n = 4).




Résultats

p < 0,05). Pour les FE, A et gs augmentent nettement entre 14 et 35 jours d’expérience : A passe
ainsi de 6 & 13 umol.m?.s™ et g de 200 & 450 mmol.m?.s™. L’exposition a 'ozone n’a pas d’effet
sur les échanges gazeux des FE, a I'exception d’'une réduction ponctuelle de 18 % de A a 21
jours (p < 0,05).

V.3. Courbes A/C ; et paramétres photosynthétiques dérivés

La réponse de l'assimilation nette de CO, (A) a la variation de la concentration
intracellulaire en CO, (C)) des trois types de feuilles au cours de la période de fumigation est
présentée dans la figure 42. Les FM et les FJ montrent une diminution graduelle avec le temps
de la pente initiale et du niveau du plateau de la courbe A/C;. A 10 jours, I'exposition & I'ozone
n'affecte pas la réponse photosynthétique des FJ mais réduit le niveau du plateau des FM des
arbres traités. A 20 et 35 jours de traitement, la pente initiale et le niveau du plateau de la courbe
A/C; sont conjointement réduits chez les arbres traités, a la fois pour les FM et les FJ. La réponse
photosynthétique des FE a 20 et 35 jours de traitement n’est quant a elle pas affectée par

I'exposition a I'ozone.

L'analyse des courbes A/C; individuelles permet de décrire un certain nombre de paramétres
physiologique des feuilles étudiées (Vemaxs Jmax» TPU, Rg). La méthode suivie pour établir les
courbes A/C; ne permettant pas de placer la photosynthése en conditions de limitation par
l'utilisation des trioses-phosphate, le parameéetre TPU n’est pas décrit ici. La respiration
mitochondriale de jour (Ry) sera quant a elle abordée dans une section suivante. On s’intéresse
donc ici aux parametres photosynthétiques V.max (Vitesse maximale de carboxylation du RuBP
par la rubisco) et Jnax (densité maximale du flux d’électrons photosynthétiques) dont les valeurs
sont présentées dans la figure 45. Dans les FM des arbres en air filtré, ces deux paramétres
déclinent avec le temps, Venax passant de 65 & 45 pmol.m?2.s™ et Jya de 110 & 65 pmol.m?.s™
entre 10 et 35 jours d'expérience. Dans les FJ témoins, Vimax €t Jnax €voluent respectivement de
70 & 90 pmol.m?.s™ et de 100 & 125 pmol.m?.s™ de 10 & 20 jours, avant de diminuer jusqu’a
respectivement 70 et 105 pmol.m?s® a 35 jours. Les deux paramétres ne sont pas
significativement affectés pour les FM et les FJ a 10 jours de traitement. A 20 et 35 jours de
traitement, I'exposition a l'ozone réduit nettement Vinax €t Jnaxe LeS FM des arbres traités
affichent une réduction de 45 % de Vimax (P < 0,05) et 35 % de Jnax (p < 0,075). Pour les FJ, le
niveau de réduction atteint pour Vgmax -45 % (p < 0,05) et pour Jmax -30 % (p < 0,05). Pour les FE
enfin, les valeurs de V¢max €t Jmax, relativement élevées pour les deux parametres (entre 100 et
120 pmol.m?.s™ pour Venax €t entre 160 et 200 pmol.m?.s™ pour Jna), montrent une légére
augmentation entre 20 et 35 jours mais ne sont pas modifiées significativement par I'exposition a

'ozone.
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Figure 43 : Vitesse maximale de carboxylation du RuBP par la rubisco (V,,,) et densité maximale du
flux d’électrons photosynthétiques (J,,,,) de feuilles a trois stades de développement (feuilles en
expansion FE, feuilles jeunes FJ et feuilles matures FM) a 10, 20 et 35 jours de traitement (air filtré :
barres grisées, ozone : barres ouvertes). Les valeurs représentent la moyenne + écart-type des
parametres considérés (10 et 20 jours n = 3 ; 35 jours n = 4). Les étoiles indiquent une différence
significative entre arbres traités et arbres témoins (test t de Student ; p < 0,05).
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Figure 44 : Evolution des parameétres dérivés des mesures de fluorescence chlorophyllienne
(rendement quantique du PSII @, quenching photochimique qP et rapport F /F,)) de feuilles a trois
stades de développement (feuilles en expansion FE, feuilles jeunes FJ et feuilles matures FM) a 0, 10,
21, 28 et 35 jours de traitement (air filtré : symboles pleins et lignes continues ; ozone : symboles
ouverts et lignes pointillées). Les valeurs représentent la moyenne * écart-type des paramétres
considérés (n = 4). Les étoiles indiquent une différence significative entre arbres traités et arbres
témoins (test t de Student ; p < 0,05).



Résultats

V.4. Parameétres dérivés de la fluorescence chlorophyllienne

L’évolution au cours de la période de traitement des parametres dérivés des mesures de
fluorescence chlorophyllienne est présentée dans la figure 44. Pour les FM des arbres en air
filtré, le rendement quantique du PSIl (®pg;) et lindice de quenching photochimique (qP)
diminuent de moitié entre 0 et 35 jours d'expérience tandis que le rapport F,/F,, se maintient a
une valeur proche de 0,5. Pour les FJ témoins, ®pg; et F,/F, augmentent entre 0 et 10 jours
d’expérience, ®pg, passant de 0,2 & 0,27, tandis que gP reste stable autour de 0,5. A partir de 21
jours, ®pg; et gP affichent une diminution coordonnée avec le temps, le rapport F./F, se
maintenant a un niveau stable. Pour les FE témoins, ces trois paramétres n’évoluent pas avec le
temps. Dans les FM des arbres traités, ®pg; et gP sont réduits significativement dés 10 jours de
traitement. Cette réduction est maximale a 21 jours (-50 % pour @pg), et -45 % pour gP ; p < 0.01)
et faiblit en fin de traitement. Le rapport F./F,, est affecté plus tardivement mais affiche tout de
méme & 35 jours une valeur 20 % inférieure a celle des FM témoins (p < 0.01). Pour les FJ des
arbres traités, I'exposition a I'ozone ne réduit significativement les trois paramétres qu’a partir de
21 jours de traitement, avec en moyenne -50 % pour ®pg, -40 % pour gP et -15 % pour F/Fp,
(p <0,01). Enfin, aucune modification significative n’est notée pour les FE des arbres traités a

'ozone.

V.5. Activité enzymatique des carboxylases rubisco et PEPc

La figure 45 montre I'évolution de I'activité carboxylase spécifique de la rubisco et de la
PEPc au cours de la période de traitement. Dans les FM des arbres en air filtré, I'activité des
deux carboxylases ne varie pas significativement avec le temps malgré une tendance globale a
la baisse pour l'activité rubisco et a la hausse pour I'activité PEPc. Dans les FJ témoins, I'activité
rubisco augmente fortement entre 0 et 21 jours, progressant de 2 a 13 nkat.mgpm{l, puis décroit
ensuite, tandis que Il'activité PEPc augmente sensiblement a partir de 14 jours de traitement,
passant de 0,5 nkat.mgpm{1 a 14 jours a 1 nkat.mgpm{1 en fin d'expérience. A 21 jours de
fumigation, I'activité rubisco affiche une réduction marquée en réponse a I'ozone (-50 % pour les
FM et -40 % pour les FJ ; p < 0,05) alors que I'activité PEPc est stimulée deux fois pour les FM
traitées et trois fois pour les FJ (p < 0,05). Pour les FE, l'activité des deux carboxylases tend a
progresser avec le temps mais n’est pas significativement affectée par I'exposition a I'ozone, a
I'exception d’un léger effet a 14 jours (+20 % pour la rubisco et -15% pour la PEPc ; p < 0,05).
On peut aussi noter que l'activité rubisco des FE des arbres traités est toujours supérieure a
celle mesurée dans les FE des arbres en air filtré, mais cette tendance ne se révele pas

significative.

75



. | FE| I FM
A. Rubisco

g . 1271
g "y
.G a 1
\g_g’ 9
0w
No)
SE 61
g

3__

0 :

3+ B. PEPcC
]
=
g s 2
.G a T
g
0 =
e g
55 14
(@]
<

%
04 : : : | Y : : f : 4 | | | | f

0O 7 14 21 28 350 7 14 21 28 350 7 14 21 28 35
Temps (jours) Temps (jours) Temps (jours)

Figure 45 : Evolution de I'activité spécifique de la rubisco (activité carboxylase totale, A.) et de la PEPc
(B.) des feuilles a trois stades de développement (feuilles en expansion FE, feuilles jeunes FJ, et
feuilles matures FM) au cours des 35 jours de traitement (arbres en air filtré : symboles pleins et lignes
continues, ozone : symboles ouverts et lignes pointillées). Les valeurs sont exprimées en terme
d'activité specifique (nkat.mg,*) et représentent la moyenne + écart-type des parametres étudies (air
filtré n = 4, ozone n = 6). Les étoiles indiquent une différence significative entre arbres traités et arbres
témoins (test t de Student, p < .05).
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Figure 46 : Réponse de la teneur en chlorophylles totales (A.), de l'assimilation nette de CO, (B.) et de
I'activité carboxylase de la rubisco (C.) a la dose cumulée d’'ozone (CUOQ) pour les feuilles jeunes (FJ,
symboles ouverts) et les feuilles matures (FM, symboles pleins). En abscisse : moyenne * écart-type
du CUO (n = 8). En ordonnée : moyenne * écart-type des valeurs relatives des trois parametres par
rapport a la moyenne des témoins (Chl, n =16 ; A, n = 8 ; rubisco, n = 4-6). Les droites ont été tracées
a partir d’'une analyse par régression linéaire de chaque série de données. Le coefficient de corrélation
R2 et la probabilité associée a la relation sont données sur les graphes (ANOVA).




Résultats

V.6. Réponse des parameétres photosynthétigues au CUO

La réponse a I'ozone de la teneur en chlorophylles totales, de I'assimilation nette de CO,
et de l'activité carboxylase totale de la rubisco a été analysée en fonction de la dose cumulée
associée au flux stomatique d’'ozone (CUO). La figure 46 présente les relations linéaires entre les
valeurs relatives de ces trois parametres (exprimées en pourcentage de la valeur moyenne du
contréle) et le CUO, et ce, pour les étages foliaires FJ et FM. Cing des six relations linéaires
obtenues sont significatives au seuil de risque a = 0,05. La relation linéaire entre I'activité rubisco
relative des FM et le CUO est, elle, moins nette (p = 0,088). Les trois parametres
photosynthétiques considérés sont négativement corrélés au CUO pour les deux étages foliaires.
Cette corrélation négative est équivalente pour les FM et les FJ au regard de la teneur en
chlorophylles, mais differe d’'un étage foliaire a I'autre pour I'assimilation et I'activité rubisco. Pour
ces deux parametres, la valeur absolue du coefficient directeur de la droite de régression linéaire
des FJ est plus faible que celle de la droite associée aux FM, mais cette différence ne se révele

significative que pour les valeurs d’assimilation (test t de comparaison de pentes, p < 0,05).

VI. Respiration mitochondriale

Deux paramétres rendant compte de la respiration associée aux phosphorylations
oxydatives mitochondriales ont été considérés. Il s’agit d'une part de Ry, respiration
mitochondriale dite « de jour » (mais qui exclue la photorespiration) déterminée a partir des
courbes A/C;, et d'autre part de R, respiration dite « de nuit » qui correspond au dégagement de
CO, mesuré in vivo a I'obscurité. Les valeurs de ces deux paramétres a 10, 20 et 35 jours de
traitement sont présentées dans la figure 47. Pour les FM des arbres en air filtré, Ry et R, varient
peu avec le temps, se maintenant autour de 1 umol.m?.s™. L’exposition & I'ozone ne modifie pas
Rq mais stimule nettement R, & 20 et 35 jours de fumigation (+85 % a 21 jours ; p < 0,05). Pour
les FJ des arbres témoins, R4 et R, tendent a diminuer avec le temps, passant respectivement
de 1,5 a 1 pmol.m?s™ et de 2 & 1,5 pmol.m?.s™ entre 10 et 35 jours de traitement. Les deux
paramétres montrent une tendance globale a la hausse en réponse a I'ozone. Cette stimulation
est particulierement marquée a 20 jours ou Ry et R, sont stimulées presque deux fois par rapport
aux FJ des arbres en air filtré (p < 0,05). Les FE exhibent des valeurs relativement hautes de Ry

(3 a4 pmol.m?.s™) et de R, (4,5 umol.m?.s™) et I'exposition & 'ozone n’a pas d’effet significatif.
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Figure 47 : Respiration mitochondriale de jour (R,) et de nuit (R,) des feuilles a trois stades de
développement (feuilles en expansion FE, feuilles jeunes FJ et feuilles matures FM) a 10, 20 et 35 jours
de traitement (air filtre : barres grisées, ozone : barres ouvertes). R, est dérivee de l'ajustement des
courbes A/Ci tandis que R, est mesurée in vivo a l'obscurité. Les valeurs représentent la moyenne *
écart-type des paramétres considérés (10 et 20 jours n = 3 ; 35 jours n = 4). Les étoiles indiquent une
différence significative entre arbres traités et arbres témoins (test t de Student ; p < 0,05).
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Figure 48 : Evolution au cours de la période de fumigation du taux de photorespiration in vivo (P, et de
I'activité spécifique de la glycolate oxydase (GO) pour trois étages foliaires (feuilles en expansion FE,
feuilles jeunes FJ et feuilles matures FM) d’arbres en air filtré (symboles pleins et lignes continues) ou
exposés a I'ozone (symboles ouverts et lignes pointillées). Les valeurs représentent la moyenne + écart-
type des parametres considérés (P, n = 4 ; GO n = 4-6). Les étoiles indiquent une différence significative
entre arbres traités et arbres témoins (test t de Student ; p < 0,05).
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VI. Photorespiration

VI.1. Activité photorespiratoire in vivo

L’évolution au cours de la période de fumigation du taux de photorespiration (P,) est
décrite dans la figure 48.A. Ce taux correspond au dégagement de CO, associé a l'activité
photorespiratoire, déterminé a partir des mesures in vivo des échanges gazeux et de la
fluorescence chlorophyllienne. Dans les FM des arbres en air filtré, le taux de photorespiration
tend globalement & diminuer avec le temps, régressant de 2,5 a 1 pmol.m?.s™ entre 0 et 35 jours
d’expérience. L’activité photorespiratoire des FJ témoins se maintient autour de 3 umol.m?.s™ de
0 & 10 jours avant de décroitre jusqu’a une valeur 2 umol.m?.s™ en fin d’expérience. L’exposition
a I'ozone réduit nettement I'activité photorespiratoire de ces deux étages foliaires. Pour les FM
traitées, cette réduction intervient dés 10 jours de fumigation et est maximale a 21 jours (-50 % ;
p < 0,05). Le taux de photorespiration est plus fortement touché par I'ozone dans les FJ, qui
affichent une réduction de pres de 90 % a 21 et 28 jours (p < 0,05). Lors des deux derniéres
semaines de traitement, I'activité photorespiratoire des FM et des FJ atteint un niveau inférieur a
1 pmol.m?s™. Dans les FE, cette activité fluctue autour de 4 pmol.m?.s™ et ne varie de facon

significative ni avec le temps ni en réponse a l'ozone.

VI.2. Activités enzymatiques photorespiratoires

VI.2.1. Glycolate oxydase

L’évolution de I'activité glycolate oxydase (GO) au cours de la période de fumigation dans
les trois étages foliaires est présentée dans la partie inférieure de la figure 48.B. Dans les FM et
les FJ des arbres en air filtré, l'activité GO, inférieure a 1 nkat.mgp,o{l pendant les deux
premiéres semaines, augmente ensuite jusqu'a 1,2 nkat.mgpro{l a 14 jours pour les FM et
2 nkat.mgy " & 21 jours pour les FJ., pour ensuite décroitre jusqu'a 35 jours. En réponse a
'ozone, l'activité GO montre pour ces deux étages foliaires une légére stimulation en début de
fumigation (p < 0,05) puis une forte réduction a partir de 14 jours de traitement, réduction allant
jusqu’'a 75 % pour les deux étages foliaires (p < 0,05). Pour les FE, 'activité GO progresse avec
letempsde0,5al nkat.mgpm{1 dans les témoins et n'est pas modifiée par I'exposition a I'ozone,
sauf & 21 jours ou l'activité GO mesurée dans les FE des arbres traités est 40 % supérieure a

celle des témoins (p < 0,05).
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Figure 49 : Evolution au cours de la période de fumigation de l'activité spécifique de I'hnydroxypyruvate
réductase (HPR) et de la glutamine synthétase (GS) pour trois étages foliaires (feuilles en expansion FE,
feuilles jeunes FJ et feuilles matures FM) d’arbres en air filtré (symboles pleins et lignes continues) ou
exposeés a I'ozone (symboles ouverts et lignes pointillées). Les valeurs représentent la moyenne + écart-
type des parametres considérés (HPR n = 4-6 ; GS n = 3-6). Les étoiles indiquent une différence
significative entre arbres traités et arbres témoins (test t de Student ; p < 0,05).
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Figure 50 : Révélation sur gel de I'activité glutamine synthétase (GS) aprés électrophorése en conditions
natives d’extraits foliaires de protéines solubles totales. Les extraits sont issus de feuilles prélevées a 7,
14 et 35 jours de traitement pour les FM (feuilles matures), et & 35 jours pour les FE (feuilles en
expansion) et les FJ (feuilles jeunes). L'activité spécifique GS totale (en nkat.mgpr'?) mesurée dans les
extraits déposés est indiquée sous les pistes correspondantes. Les bandes de coloration observées sont
associées a un poids moléculaire approximatif de 400 kDa pour la plus basse et de 600 kDa pour la plus
haute. Les résultats présentés sont représentatifs de trois expériences indépendantes, réalisées a partir
d’extraits foliaires distincts.
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Résultats

V|.2.2. Hydroxypyruvate réductase

L’activité spécifique de I'hydroxypyruvate réductase (HPR), présentée dans le volet
supérieur de la figure 49, tend a augmenter avec le temps jusqu’a 14 jours dans les FM témoins
et 28 jours dans les FJ témoins, avant de diminuer jusqu’a 35 jours pour les FM comme pour les
FJ. Pour ces deux étages foliaires, I'exposition a I'ozone n’affecte que de maniére ponctuelle
l'activité HPR, qui montre de plus des fluctuations importantes. Les valeurs d’activitt HPR
mesurée dans les FE, comparables a celles des FM et des FJ, sont comprises entre 20 et 40

nkat.mgpro{1 et sont & chaque temps supérieures dans les FE traitées.

VI.3. Glutamine synthétase (GS)

VI.3.1. Activité spécifigue de la GS

Le volet inférieur de la figure 49 montre I'évolution de l'activité spécifique totale de la
glutamine synthétase (GS) dans les trois types de feuilles et en réponse a 'ozone. Mesurée sur
des extraits protéiques totaux, l'activité spécifique mesurée représente l'activité combinée des
deux isoformes de la GS, la GS1 cytosolique et la GS2 chloroplastique. L'activité GS montre un
profil comparable dans les FM et les FJ des arbres en air filtré, avec un creux a 21 jours suivi
d’'une tendance a la hausse a 35 jours. Pour ces deux étages foliaires, I'exposition a 'ozone est
associée a une stimulation sensible de I'activité GS a partir de 21 jours (+120 % a 21 jours pour
les FM et a 28 jours pour les FJ, p < 0,05). Pour les FE, I'activité GS mesurée a 35 jours de
traitement affiche un niveau assez élevé en comparaison aux valeurs relevées dans les FJ et FM

témoins, sans effet notable de I'ozone.

VI.3.2. Gels d’activité GS

Les mesures de l'activité spécifique totale de la GS ont été accompagnées de la
révélation sur gel de cette méme activité aprées séparation éléctrophorétique en conditions
natives des protéines solubles totales (figure 50). De maniere générale, les variations d’intensité
de coloration entre les différents extraits sont corrélées a celles de l'activitt GS mesurée dans
ces mémes extraits. Pour les feuilles témoins des trois étages foliaires (FM, FJ et FE) comme
pour les FM traitées a 7 et 14 jours et les FE traitées a 35 jours, l'activité GS est associée a une
unique bande colorée a environ 400 kDa. Pour les FM et le FJ traitées a 35 jours, on observe
une deuxiéme bande colorée, plus diffuse et de taille plus importante, a environ 600 kDa. Dans
ces extraits, I'apparition de cette bande s’accompagne d’une diminution de I'intensité de la bande

inférieure et d’'une forte augmentation de I'activité GS totale.
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Figure 51 : Analyse par immunoblot de la quantité de sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT)
et de la sous-unité H de la glycine décarboxylase (GDC H) a partir d’extraits foliaires totaux de
protéines solubles obtenus a 3, 14, 21 et 35 jours de traitement pour les FM (feuilles matures) et
les FJ (feuilles jeunes), et a 14, 21, 28 et 35 jours pour les FE (feuilles en expansion). Les
protéines d’intérét sont détectées au moyen d’anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la
SHMT et la GDC H purifiées a partir de feuilles de pois. Pour un méme étage foliaire, le signal
relatif aux deux protéines provient a chaque temps d’un méme extrait foliaire et les extraits issus
des deux traitement (ozone et air filtré) ont été analysés simultanément. La quantification de
I'intensité des signaux obtenus permet de déterminer le rapport entre le signal mesuré pour les
deux traitements, dont les valeurs sont indiqués dans la partie droite de la figure. Les résultats
présentés sont représentatifs de trois expériences indépendantes, réalisées a partir d’extraits
foliaires distincts.



Résultats

VI.4. Immunodétection de la GDC H et de la SHMT

L'analyse par immunoblot des extraits foliaires totaux de peuplier au moyen d’anticorps
polyclonaux dirigés contre des protéines purifiées a partir de feuilles de pois a permis de détecter
deux polypeptides dont les masses moléculaires de 15 et 50 kDa correspondent respectivement
a celles de la GDC H et du monomére de la SHMT (Vauclare et al. 1996). L'évolution avec le
temps et en réponse a I'ozone des teneurs de ces deux protéines pour les trois étages foliaires
étudiés est illustrée dans la figure 51. Pour chaque étage foliaire, la teneur des deux protéines
évolue avec le temps de maniere assez semblable. Dans les FM, la teneur en GDC H et en
SHMT tend a diminuer avec le temps. Dans les FJ, elle tend au contraire a augmenter jusqu’'a 21
jours, avant de décroitre a 35 jours. Dans les FE enfin, elle ne varie pas avec le temps.
L'exposition & I'ozone n'a pas d'effet marqué sur la teneur des deux protéines, a I'exception
d’'une diminution d’'un facteur deux de la teneur en SHMT dans les FM traitées en comparaison

aux témoins.
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Figure 52 : A. Courbe journaliére des moyennes horaires de concentration en o0zone mesurée dans
les chambres de fumigation en 2004 et dans I'air ambiant a la station de Nancy Brabois lors du mois
de juillet 2006. Les valeurs de concentration correspondent pour chaque tranche horaire a la moyenne
des mesures sur la période considérée (chambres de fumigation n = 35, air extérieur n = 31). En B, la
moyenne des indices d’exposition a 'ozone SUM0O et AOT40 déterminés pour les trois périodes de
fumigation est comparée a leurs valeurs calculées a partir des données recueillies a la station de
Nancy Brabois lors du mois de juillet 2006.

Source : http://www.atmolor.org/
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Figure 53 : Indices d’exposition a I'ozone (A. AOT40 et B. CUO) comparés aux seuils critiques
correspondants adoptés en Europe. Ces seuils représentent un niveau d’exposition capable de
provoquer une perte de biomasse de 10 % sur une saison de croissance. lls sont basés sur la
réponse du hétre pour 'AOT40 et du hétre et du bouleau pour le CUO (Paoletti & Manning 2007).
Pour plus de précisions sur les graphes présentés, se reporter a la [égende de la figure 34.
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DISCUSSION

|. Effets de I'exposition a I'ozone a I'échelle de la plante entiére

|.1. Exposition a I'ozone

La démarche expérimentale adoptée dans notre étude a consisté a soumettre des plants
de peuplier &gés de trois mois a une exposition chronique a I'ozone en conditions contrblées.
Comme le montre la figure 32, la concentration effective a laquelle les arbres ont été exposés
lors des trois expériences de fumigation est comprise entre 100 ppb et 120 ppb. L'exposition
guotidienne en termes de moyennes horaires cumulées est |égérement plus faible en 2004 qu’en
2006 et 2007 mais cette différence est peu significative (figure 33). De plus, le niveau d’ozone
journalier est équivalent d’'une chambre a une autre pour une méme expeérience de fumigation. Si
'on compare la courbe journaliere moyenne de concentration en ozone mesurée dans les
chambres de fumigation a celle de la concentration en ozone mesurée dans l'air ambiant en
juillet 2006 a la station de Nancy Brabois proche du laboratoire (figure 52.A), on constate que le
niveau d'ozone atteint lors de notre étude est deux fois supérieur a celui relevé dans l'air
ambiant. On note de plus que la durée quotidienne d’exposition maximale est plus importante
dans nos conditions environnementales mais que le niveau basal de teneur en ozone dans l'air
extérieur est de 20 ppb alors qu'il est nul en chambre de fumigation. La présence nocturne
d'ozone dans lair extérieur fait que I'exposition en termes de SUMOO dans nos conditions
expérimentales est seulement 35 % plus forte qu'a I'extérieur (figure 52.B). Si I'on considere
’AOT40, qui ne prend en compte que les moyennes horaires diurnes supérieures a 40 ppb, le
niveau d’ozone auquel ont été soumis les arbres dans notre étude se révele six fois supérieur au
niveau d’exposition potentiel pour le mois de juillet 2006 a Nancy. Sachant que les valeurs de
SUMO0O et d’AOT40 déterminées lors de ce mois particulierement ensoleillé sont dans la gamme
haute des valeurs enregistrées au niveau de I'agglomération nancéienne, I'exposition & I'ozone
appliquée dans notre étude apparait comparativement élevée, en particulier en termes d’AOT40.
La figure 53 montre que I'AOT40 tout comme le CUO dépassent les niveaux critiques
correspondants des le début de la deuxieme semaine de fumigation. Ces seuils critiques adoptés
en Europe pour les arbres forestiers correspondent a un niveau d’exposition a I'ozone associé a
une réduction de 10 % de la production de biomasse sur une saison de croissance. Ces
éléments laissent apparaitre que nos conditions expérimentales de fumigation ont été

accompagnées d’'une exposition a I'ozone relativement forte, en particulier pour une espece
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sensible comme le peuplier. Malgré le niveau d’'ozone élevé, le traitement appliqué reste une
exposition de type chronique mettant en jeu des teneurs en ozone rencontrées actuellement en
milieu naturel sur des périodes courtes et susceptibles a moyen terme d’étre atteintes sur des

périodes plus longues.

Comme on peut le voir sur la figure 53.B, I'exposition a I'ozone en termes de CUO varie en
fonction de I'étage foliaire considéré, avec en fin de traitement un CUO a 35 jours deux plus
important pour les FJ que pour les FM. Cet écart, lié a la diminution de la conductance
stomatique avec le développement foliaire (figure 41.C), illustre a I'échelle d’arbres juvéniles la

difficulté a évaluer le niveau effectif d’exposition a I'ozone des arbres forestiers et le role

prépondérant de la phénologie des feuilles.

[.2. Symptdmes visibles

L'apparition de taches nécrotiques sur la face supérieure des feuilles a constitué le
premier symptéme visible chez les arbres exposés a I'ozone, sous la forme de taches brun foncé
de quelques mm? de surface au contour irrégulier (figure 37). Ces taches ont évolué dans la
plupart des cas en zones nécrosées de plusieurs cm? (figure 35.B). L'aspect de ces zones de
nécrose est comparable a celui des symptébmes décrits par Bussotti et al. (2006) pour des
especes d’arbres forestiers dans le cadre d'une étude des dommages visibles dus a I'ozone sur
la végétation naturelle de Suisse et d’ltalie. Dans notre étude, les premiéres taches nécrotiques
ont été observées 4 a 6 jours apres le début de la période de fumigation sur des feuilles
pleinement développées en position intermédiaire. Les feuilles matures plus agées, dont celles
de I'étage foliaire FM, ont également montré des symptémes visibles mais ceux-ci sont apparus
plus tardivement. Tout au long de la période de fumigation, les feuilles en début d’expansion
comme les FE n’ont pas exhibé de taches nécrotiques. Les feuilles appartenant a I'étage foliaire
FJ, dont le développement s’est déroulé pendant la période de fumigation, n'ont montré des
taches nécrotiques qu'a partir de la troisieme semaine de traitement, alors gqu’elles venaient
d’'atteindre leur pleine expansion (figure 40). Ces observations confirment la plus grande
sensibilité des feuilles matures par rapport aux feuilles jeunes en termes de dommages visibles
dus a I'ozone (Strohm et al. 1999). De plus, les feuilles qui viennent d’achever leur expansion
apparaissent particulierement sensibles. Ce stade de développement foliaire, qui correspond a la
transition du statut d’organes puits a celui d’organes sources, constitue la période de sensibilité

maximale aux contraintes biotiques (pathogéenes, insectes) mais aussi a 'ozone (Coleman 1986).

La mise en évidence de peroxyde d’hydrogéne en bordure des tissus nécrosés témoigne de
I'implication de cette ROS dans la formation des lésions nécrotiques en réponse a l'ozone
(Pellinen et al. 1999). La distribution du peroxyde d’hydrogéne a la surface des feuilles traitées

n'est pas homogeéne mais localisée a la périphérie des nécroses et le long des nervures, comme

81






Discussion

il a été montré chez d’autres espéces en réponse a I'ozone et en cas d'interactions plantes-
pathogénes (Wohlgemuth et al. 2002). La nature des ROS impliquées dans le stress oxydatif et
I'induction du processus de mort cellulaire associés a I'ozone peut varier d'une espéce végétale
a une autre. L'apparition de Iésions nécrotiques est ainsi corrélée a I'accumulation de peroxyde
d’hydrogéne pour le tabac, la tomate et le bouleau, mais plutét a celle de I'anion superoxyde
pour Arabidopsis, I'oseille et la mauve (Wohlgemuth et al. 2002). Dans le cadre de notre étude,
le peroxyde d’hydrogéne a notamment été localisé au niveau de zones non nécrosées alors que
la présence de l'anion superoxyde a été observée sous la forme de plages relativement
étendues et contigués aux zones nécrosées mais jamais au niveau de zones non nécrosées
(données non présentées). Ces observations indiquent que le peroxyde d’hydrogéne, plutdt que
I'anion superoxyde, semble jouer un réle privilégié dans linitiation du phénoméne de nécrose
tissulaire chez le peuplier. Une hypothese pouvant expliquer I'accumulation préférentielle de
peroxyde d’hydrogéene pourrait étre I'activation des SOD, qui catalysent la transformation de
'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et dont la stimulation en réponse a un stress
oxydatif a été mise en évidence (Alscher et al. 2002). Le role du peroxyde d’hydrogéne comme
molécule signal en réponse a de nombreux stress abiotiques (Chamnongpol et al. 1998) et lors
de linteraction plante-pathogéne est bien connu (Levine et al. 1994). A faible concentration, il
permet la régulation d’'un certain nombre de génes impliqués dans les systemes de défense
cellulaire mais se révéle toxique a forte concentration et contribue au déclenchement du

processus de mort cellulaire (Pellinen et al. 2002).

Un autre symptbme associé a l'exposition a l'ozone est la diminution de lintensité de la
coloration verte des feuilles (figures 35.A et 37). Cette observation est corrélée a la réduction de
la teneur en chlorophylles totales dans les feuilles pleinement développées (FJ et FM, figure
41.A). Ce phénomeéne de chlorose généralisée est particulierement prononcé chez les feuilles
dont I'expansion s’est déroulée au moins en partie en présence dozone. La teneur en
chlorophylles totales dans les FJ témoins augmente de maniere considérable en fin de deuxiéme
semaine d’expérience, au moment ou elles atteignent leur pleine expansion (figure 40). Dans les
FJ traitées, cette augmentation brutale est absente, ce qui explique I'écart important de
coloration entre les deux traitements pour ce type de feuilles. La teneur en chlorophylles tend a
décliner avec le temps de maniére plus précoce et plus prononcée dans les FM traitées que
dans les témoins, tout comme les divers parameétres photosynthétiques mesurés. De plus, une
défeuillaison marquée des arbres exposés a I'ozone a été relevée lors des 10 derniers jours de
fumigation (figures 35.C et 36). A lissue des 35 jours de traitement, le taux d’abscission foliaire
par arbre est 35 % plus important pour les arbres exposés que pour les témoins (tableau 3). Ces
résultats confirment dans nos conditions expérimentales linduction par I'ozone d'une
sénescence accélérée. Un tel phénoméne est une réponse commune des plantes a une

exposition chronique prolongée a I'ozone (Pell et al. 1997, Ojenperé et al. 1998), observée pour
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une variété d’arbres caducifoliés comme le hétre (Nunn et al. 2005), le bouleau (Paékkdnen et al.
1997) et des espéces méditerranéennes (Ribas et al. 2005). L'observation d’'une sénescence
précoce a aussi été rapportée pour différentes especes de peuplier exposées a I'ozone en OTC :
P. maximowiczii (Brendley & Pell 1998), P. tremula (Matyssek et al. 1993), P. nigra (Bortier et al.
2000b).

Le dernier symptdome visible relevé au niveau des arbres exposés a l'ozone est la perte de
l'aspect brillant de la face supérieure des feuilles (figure 35.A), signe d'une possible altération
des cires épicuticulaires. Cette observation a été relevée sur les feuilles dont I'expansion s’est
déroulée pendant la fumigation mais pas sur les feuilles déja pleinement développées en début
de fumigation, ce qui laisse penser que la perte de brillance observée provient d’'un défaut de
dépbt des cires épicuticulaires plutdt que de leur dégradation directe par l'ozone. Cette
hypothése est corroborée par le fait que les cires épicuticulaires se montrent in vitro
particulierement résistantes a l'ozone (Jetter et al. 1996, Vanhatalo et al. 2001). Ces
modifications de la cuticule des feuilles des arbres traités pourraient étre reliées a la perturbation
du métabolisme carboné occasionnée par le polluant via une possible restriction des ressources

allouées a la synthése des cires épicuticulaires.

|.3. Impact sur la croissance

En plus des symptomes visibles décrits dans le paragraphe précédent, I'exposition a
'ozone, dont on a vu quelle a dépassé dés la deuxieme semaine de fumigation les seuils
critiques d’AOT40 et de CUO admis pour les arbres, a affecté de maniere négative un certain
nombre de paramétres associés a la croissance et a I'accumulation de biomasse. Ainsi, la
production totale de biomasse pendant les 35 jours de traitement a été réduite de 18 % en
termes de matiére fraiche et de 9 % en termes de matiére séche (tableau 3). L'écart entre ces
deux niveaux de réduction s’explique par une diminution significative de I'numidité pondérale de
la plante entiére (-12 %). Les réductions notées pour ces trois parameétres se répartissent entre
racines, tige et feuilles (figure 38), avec un effet sensiblement plus fort pour les racines. La
diminution potentielle de la capacité d’absorption racinaire causée par cette réduction de
croissance des parties racinaires pourrait en partie rendre compte de I'humidité pondérale
réduite des plants traités. La réduction de l'allocation de carbone aux parties racinaires est
souvent observée en réponse a I'ozone (Grantz et al. 2006). Par I'utilisation d'un modele de
croissance du peuplier, Martin et al. (2001) suggérent que I'ozone pourrait réduire la croissance
racinaire en provoquant la sénescence accélérée des feuilles basses, principales sources de
photosynthétats pour les racines. L'abscission des feuilles basses a précisément été observée

dans notre étude, ce qui tend a appuyer cette hypothése.
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Bien que la production de biomasse des arbres traités montre une nette tendance a la baisse, le
taux de croissance relative (RGR) de la plante entiere ne se révéle que faiblement affecté par
I'ozone (-4 %). Ceci provient d’une part de I'expression du RGR en fonction de la matiere seche
et d’autre part de la durée relativement courte de la période de traitement. Il parait vraisemblable
gue la production de biomasse aurait été plus fortement réduite si la fumigation avait été
prolongée. En outre, l'analyse d’effectifs relativement restreints (n = 8), due a la nature

destructive des mesures, limite la significativité statistique des résultats.

L'effet négatif de I'ozone sur la production de biomasse a été accompagné d’'une réduction
significative de 13 % de la croissance radiale de la tige sans que sa croissance en hauteur ne
soit affectée (tableau 3). Cette réduction de croissance radiale apparait dés 25 jours de
traitement mais n’est significative qu'a 35 jours. Bortier et al. (2000b) ont également montré un
effet de I'ozone plus marqué sur la croissance en diamétre que sur la croissance en hauteur de
plants juvéniles de P. nigra en OTC. Dans les conditions de densité de culture relativement
élévée des chambres de fumigation fermées ou a ciel ouvert (OTC), on peut émettre I'hypothese
que les arbres traités, dont la photosynthése et donc la production de biomasse sont réduites,
maintiennent leur croissance en hauteur au détriment de leur croissance en diamétre de maniéere

a conserver un acces a la lumiére.

La réduction de biomasse relevée en fin de fumigation résulte également du taux d’abscission
foliaire plus important chez les arbres traités. Certains travaux ont mis en évidence pour le
peuplier une augmentation du nombre de nouvelles feuilles formées en réponse a l'ozone
pouvant permettre de compenser la sénescence accélérée provoquée par le polluant (Reich
1987, Woodbury et al. 1994). Dans notre étude, les arbres traités affichent une augmentation
non significative de 7 % du taux de néoformation de feuilles qui parait insuffisante pour
compenser l'abscission foliaire accrue. En fin de traitement, la photosynthése des arbres
exposeés est donc assurée par un nombre réduit de feuilles, dont la capacité photosynthétique est
de surcroit affectée par 'ozone (figures 41 a 46), ce qui peut expliquer en partie la réduction de
la production de biomasse. De telles réductions de croissance ont été mesurées pour le peuplier
(P. tremula x alba, Cabané et al. 2004 ; P. nigra, Bortier et al. 2000b) et pour d’'autres espéces
d'arbres caducifoliés (bouleau, Oksanen & Holopainen 2001 ; hétre, Nunn et al. 2005) dans le

cadre d'expériences de fumigation comparables.

A l'issue de la période de fumigation, la surface spécifique (SLA) globale des feuilles des arbres
traités est 12 % inférieure a celle des feuilles des arbres en air filtré (tableau 3). Cette réduction
significative peut étre liée a l'accumulation dans les feuilles exposées de métabolites
(flavonoides, stillbénes, polyphénols pariétaux, polyamines) pouvant jouer un réle de protection
(Langebartels et al. 1997). En particulier, Cabané et al. (2004) ont mis en évidence une

stimulation de la synthése des lignines dans les feuilles de jeunes plants de la méme espéce de
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peuplier (P. tremula x alba) exposés a 120 ppb en ozone pendant un mois dans des conditions
expérimentales identiques aux nétres. Les lignines accumulées en réponse a I'ozone montraient
de plus une densité plus importante que celle des feuilles témoins. Les auteurs concluent que la
synthese accrue de lignines condensées en réponse a I'ozone pourrait constituer un mécanisme

de protection contre le polluant en renfor¢cant la barriére formée par la paroi cellulaire.

Les résultats obtenus a I'échelle de la plante entiere indiquent un effet appréciable
de I'ozone sur la croissance des peupliers étudiés, et ce, malgré la durée relativement
courte de la période de fumigation. La partie suivante, consacrée a l'impact de I'ozone sur
le métabolisme primaire a I'échelle de la feuille, voire de la cellule, permettra de mettre en
évidence l'une des causes principales de la réduction de croissance qui est l'atteinte de la
photosynthése. Nous verrons de plus que le stade de développement foliaire influe sur la

sensibilité a 'ozone des processus photosynthétiques.

[l. Impact sur le métabolisme primaire lors du développement foliaire

[1.1. Développement foliaire

L'évolution au cours de la période d'expérience de la surface individuelle, de la teneur en
chlorophylles (Chl) et des échanges gazeux (A et gs) des feuilles témoins des trois étages
foliaires étudiés (FM, FJ et FE) permet de décrire leur développement (figures 40 et 41). La
surface foliaire et la teneur en Chl constantes des FM confirment que ces feuilles étaient
pleinement développées au début de la période de traitement. La diminution réguliere avec le
temps de A et gs sans chute brutale de la teneur en Chl indique que les FM se sont maintenues
pendant les 35 jours d’expérience a un stade de développement intermédiaire entre le stade
d’activité photosynthétique maximale et celui de la sénescence. L'absence d’abscission foliaire
pour les FM témoins confirme l'idée que ces feuilles sont restées métaboliquement actives en
tant qu’organes sources tout au long de la période d’étude. On remarque que la surface foliaire
supérieure a 3 dm? des FM est particulierement élevée pour le peuplier, mais la surface des
feuilles des arbres juvéniles est généralement plus importante que celle des feuilles des arbres
adultes (Augspurger & Bartlett 2003).

Pour les FJ, les deux premiéres semaines d’expérience sont marquées par une augmentation
importante de la surface, de la teneur en Chl et de gs tandis que A se maintient a un niveau

relativement haut. A partir de 14 jours d’expérience, temps auquel les FJ ont achevé leur
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Figure 54 : Intensité lumineuse dans les chambres de fumigation et croissance des arbres.
Courbes (axes dans le coin supérieur droit) : évolution de l'intensité lumineuse (PPFD) en fonction
de la distance par rapport au plafond dans deux chambres de fumigation (chambre #1 : ligne
continue et cercles pleins ; chambre #6 : ligne pointillée et cercles ouverts).

Histogrammes (axes dans le coin inférieur gauche) : évolution au cours de I'expérience de la
hauteur moyenne des arbres, pot compris (moyenne + écart-type, n = 64 a 80).
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expansion, A et gs décroissent sensiblement jusqu’a la fin de la période de traitement. La teneur
en Chl atteint quant a elle son niveau maximal a 21 jours puis diminue également. Aprés une
phase d’expansion pendant laquelle les FJ présentent un statut d’organes puits, ces feuilles
atteignent en méme temps que leur expansion maximale un stade de maturité physiologique au
cours duquel elles deviennent des organes sources. Les caractéristiques physiologiques (teneur
en Chl, A et gs) des FJ en fin d’expérience s’avérent équivalentes a celles des FM en début
d’expérience. On note cependant que la surface foliaire maximale des FJ est inférieure a celle
des FM. Cet écart peut étre causé par les conditions environnementales légerement différentes
qui ont accompagné la phase d’expansion de ces deux types de feuilles. Les FM se sont en effet
développées en salle de culture alors que les FJ ont achevé leur expansion en chambre de
fumigation. Méme si les conditions de lumiere, de température et de humidité relative sont
identiques dans les deux types d’enceintes, la taille plus réduite des chambres de fumigation
ainsi qu'une densité de culture plus importante ont vraisemblablement restreint la taille maximale

des feulilles.

Les FE ne forment pas un étage foliaire au méme titre que les FJ et FM, qui ont été suivies
pendant les 35 jours de traitement, mais correspondent plutét a un stade de développement
précis, qui est celui des FJ au temps 0. Un nouvel échantillon de FE équivalentes en termes de
développement foliaire a été pris en compte a chaque temps de mesure a partir de 14 jours, ce
qui explique que, malgré leur nom (feuilles en expansion), la surface de FE n’augmente pas avec
le temps et affiche une valeur comparable a celle des FJ a temps 0. On note toutefois que la
teneur en Chl, A et gs s’accroissent nettement avec le temps. Ces augmentations résultent sans
doute de la croissance en hauteur des arbres. A chaque temps de mesure, les FE analysées
sont situées a I'apex des plants et se trouvent ainsi de plus en plus proches des lampes. Entre
14 et 35 jours, la PPFD recue par les FE passe ainsi de 350 & 500 umol.m?.s™ (figure 54), ce qui

a stimulé I'activité photosynthétique de ces feuilles.

L'analyse des feuilles des étages foliaires FM et FJ permet d’étudier les effets de 'ozone tout au
long du développement foliaire, depuis la phase précoce d'expansion jusqu'au stade précédant
la sénescence. L'étude des FE permet quant a elle d’évaluer la sensibilité des feuilles & un stade
de développement précoce a différents temps d'exposition a I'ozone. Le développement foliaire
lui-méme apparait peu affecté par I'ozone puisque ni la valeur maximale de surface foliaire pour
les trois étages foliaires ni la date a laquelle cette valeur a été atteinte pour les FJ n'ont été
modifiées de maniére significative par le traitement (figure 40). L'exposition a 'ozone montre en
2004 une légere tendance a ralentir I'expansion foliaire des FJ et a accélérer celle des FE, mais
les données de 2006 n’ont pas confirmé ces résultats. L'impact de I'ozone porte avant tout sur le

métabolisme primaire et en particulier sur les processus photosynthétiques.
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[1.2. Réduction de la capacité photosynthétique des feuilles matures

11.2.1. Impact sur la fixation du CO, atmosphérigue

L’exposition a I'ozone réduit de maniére significative I'assimilation nette de CO, des FM
des 10 jours de fumigation et celle des FJ a partir de la troisieme semaine de traitement, alors
que ces dernieres ont achevé leur expansion (figure 41.B). L'effet négatif du traitement sur la
photosynthése se manifeste donc sur les feuilles pleinement développées. On observe que
I'assimilation est affectée sans que la conductance stomatique ne soit modifiée (figure 42.C). La
réduction de l'assimilation semble donc résulter de l'atteinte des processus biochimiques de la
photosynthése et non d'une limitation de la concentration en CO, dans le mésophylle. La
réduction coordonnée du coefficient directeur de la partie linéaire et du niveau du plateau des
courbe A/C; pour les FM et les FJ a 20 et 35 jours (figure 42) indique que I'exposition a I'ozone
affecte les processus photosynthétiques associés a la fois a la photochimie et a la fixation du
CO, atmosphérique. La restriction par I'ozone de la capacité de fixation du CO, est illustrée par
la diminution du parametre V¢ max €t de l'activité spécifique de la rubisco dans les FJ et les FM
traitées a partir de 20 jours de fumigation (figures 43 et 45). La rubisco est une enzyme
particulierement sensible a I'ozone dont I'activité, la quantité et la transcription sont réduites par
'ozone (Pell et al. 1994a , Pelloux et al. 2001). L'effet d’'une exposition chronique a l'ozone sur la
rubisco a ainsi été rapporté pour le peuplier (Pell et al. 1992), I'érable (Gaucher et al. 2003), le
hétre (Lutz et al. 2000) et le bouleau (Matyssek et al. 1991). Les résultats de l'analyse
protéomique réalisée sur les FJ et présentée dans I’Annexe 1 montrent une diminution a 35 jours
de la quantité de protéines de la petite sous-unité de la rubisco, de la rubisco activase et de
plusieurs enzymes du cycle de Calvin (triose-phosphate isomérase, aldolase, sedoheptulose-1,7-
bisphosphatase, ribulose-5-phosphate-3-épimérase et phosphoribulokinase) (Annexe 1, tableau
1). La limitation de la capacité photosynthétique traduit donc des modifications significatives de la

capacité enzymatique de fixation du CO..

11.2.2. Impact sur la photochimie

Les parametres photochimiques (Jmax, Ppsi, P et F/Fy) sont également réduits de
maniere significative a partir de 20 jours dans les FJ et les FM (figures 43 et 44). La réduction du
flux d’électrons photosynthétiques (Jnax) €t de la fraction de I'énergie lumineuse utilisée par la
photochimie (ou rendement quantique, ®pg;) indique une diminution globale de la capacité
photosynthétique. La réduction du quenching photochimique (qP) manifeste quant a elle une
saturation de la photochimie par la lumiére pouvant provenir de I'utilisation réduite du NADPH et

de I'ATP par le cycle de Calvin tout autant que de I'altération des photosystemes. Seule la baisse
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du rapport F,/F,, montre que la photochimie en elle-méme a été affectée par I'exposition a
I'ozone, via l'altération directe des systémes responsables de I'absorption de I'énergie lumineuse
et du transport des électrons photosynthétiques. L'impact négatif de 'ozone sur la photochimie
est documenté pour le peuplier (Guidi et al. 2001), le hétre (Bortier et al. 2000a) ou encore le
bouleau (Shavnin et al. 1999), mais on estime que les processus biochimiques de fixation du
CO, sont plus sensibles que ceux associés a la photochimie (Saxe 2002), ce que corroborent
nos résultats. En effet, la réduction limitée de F./F, par rapport aux autres parametres
photosynthétiques suggere que la photochimie est affectée aprés les processus de fixation du

CO, et gu’elle n'explique qu’en partie la limitation de la capacité photosynthétique due a I'ozone.

La perturbation des processus photochimiques par I'ozone peut étre associée a la diminution des
teneurs en pigments photosynthétiques (chlorophylles et caroténoides) et a la déstabilisation de
I'antenne collectrice du PSII (Saxe 2002). Ces deux aspects sont observés dans notre étude.
Une diminution de la teneur en chlorophylles totales apparait dés 7 jours pour les FM et 14 jours
pour les FJ (figure 41.A). Cette réduction touche surtout la Chl a a 14 jours et les Chla et b a 35
jours (Annexe 1, figure 4). La Chl b étant majoritairement présente au niveau du PSII, la
diminution simultanée des teneurs en Chl a et b indique une dissociation possible de I'antenne
collectrice de PSII, ce qui concorde avec la diminution observée de la quantité de protéines
constitutives du PSIl (Annexe 1, tableau 1). La baisse de la concentration en lutéine dans les FJ
a partir de 14 jours (Annexe 1, figure 4) peut également provenir de la dissociation des antennes
collectrices, mais aussi de lintervention de ce pigment caroténoide en tant qu’antioxydant
(Bohler et al. 2007).

De maniére générale, il parait clair que la restriction de la capacité photosynthétique provoquée
par I'ozone résulte dans nos conditions expérimentales d’effets combinés sur les processus

anaboliques (cycle de Calvin) et photochimiques (pigments, photosystémes).

11.3. Evolution de la sensibilité a 'ozone au cours du développement foliaire

11.3.1. Résistance des feuilles en phase précoce de développement

Contrairement aux feuilles pleinement développées, les feuilles a un stade précoce de
développement (FJ avant 14 jours et FE) se montrent particulierement résistantes a I'ozone en
termes de symptdmes visibles et de photosynthése. Pour cette classe de feuilles, aucun des
parametres photosynthétiques étudiés n’a été modifié de fagon prononcée par I'ozone (figures 41
a 45). Tout au plus peut-on relever quelques modifications significatives, mais ponctuelles et de

faible ampleur, pour les FE et une tendance a la baisse des indices associés a la fluorescence
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Figure 55 : Coupe transversale de feuilles de peuplier a deux stades de développement (A.
feuille jeune FJ ; B. feuille mature FM) a temps O (coupes transversales de 15 pum
d’épaisseur, observation au microscope photonique, grossissement 40 fois).
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chlorophyllienne en réponse a I'ozone pour les FJ (figure 44). La résistance forte des feuilles en
expansion, qui contraste avec la sensibilité marquée des feuilles matures, est une caractéristique
commune de la réponse des arbres caducifoliés a I'ozone, particulierement documentée pour le
bouleau (Landolt et al. 1997, Maurer et al. 1997, Oksanen et al. 2005) et le peuplier (Reich 1983,
Coleman 1986, Strohm et al. 1999). Elle s’accompagne parfois d’une stimulation transitoire de la
photosynthése dans les feuilles jeunes qui pourrait indiquer des mécanismes de compensation
en réponse a la réduction de la capacité photosynthétique des feuilles plus agées (Greitner et al.
1994, Maurer et al. 1997, Brendley & Pell 1998). Aucune stimulation de la photosynthése des FE
et des FJ traitées n’a toutefois été relevée dans nos conditions expérimentales. Les FE traitées

affichent globalement une surface foliaire et une activité rubisco supérieures a celles des

témoins, mais I'écart observé demeure modeste.

L'absence de modification de la conductance stomatique des feuilles en phase précoce
d’expansion (figure 41.C) et le CUO élevé (figure 34.B) des FJ indiquent que la résistance a
'ozone des feuilles jeunes ne provient pas d'une exposition moindre a I'ozone mais plutét de
caractéristiques intrinséques. Une plus grande densité cellulaire du mésophylle des feuilles
jeunes en comparaison aux feuilles matures a été observée chez le peuplier (Fares et al. 2006)
et le bouleau (Oksanen et al. 2005). Dans les deux cas, les auteurs suggérent que la compacité
plus importante du mésophylle permet de limiter la diffusion de I'ozone au sein des tissus
photosynthétiques et de réduire ainsi la toxicité du polluant. Les résultats préliminaires de
I'analyse de I'anatomie des feuilles dans nos conditions expérimentales confirment la compacité
supérieure du mésophylle des FE par rapport a celui des FM (figure 55). La comparaison a venir
des volumes des espaces intercellulaires dans les feuilles des trois étages foliaires d’arbres
traités et en air filtré permettra d’'une part de valider ce résultat et d’autre part de vérifier si des

modifications du degré de compacité du mésophylle apparaissent en réponse a l'ozone.

Les tissus foliaires des feuilles en expansion (FJ avant 14 jours et FE) montrent de maniére
générale une activité métabolique plus intense que celle des feuilles plus agées (FJ apres 14
jours et FM). Cette différence se traduit par des valeurs plus élevées pour la plupart des
paramétres photosynthétiques (figures 41 a 45), respiratoires (figure 47) et photorespiratoires
(figure 48). Cette activité métabolique plus intense peut provenir de l'acces privilégié de ces
feuilles a la lumiere. L'effet de la proximité croissante des lampes a été décrit pour les FE
(paragraphe 1.1 de la présente section). Concernant les FJ, la différence d’illumination liée a la
différence de hauteur par rapport aux FM est relativement limitée, mais les FJ ont tout de méme
bénéficié d’'une absence totale d’'ombrage lors de la premiére semaine de traitement. Le statut
d'organes puits des feuilles en expansion contribue sans doute aussi a stimuler leur
métabolisme. Une activité métabolique plus forte pourrait permettre aux feuilles en expansion
précoce d'alimenter plus efficacement les processus de détoxication et de réparation, leur
apportant une capacité plus importante de lutte contre le stress oxydant provoqué par I'ozone.
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L’activation des voies de détoxication est un effet établi de I'exposition & 'ozone (Sharma &
Davis 1997, Sehmer et al. 1998). Strohm et al. (2002) ont montré pour le peuplier hybride P.
tremula x alba que la surexpression de la glutathion réductase et la glutathion synthétase
apportait une résistance supérieure a une exposition aigué a l'ozone, en particulier pour les
feuilles jeunes. Pour autant, la stimulation des activités foliaires de ces deux enzymes s’est
révélée indépendante du stade de développement des feuilles. La résistance a I'ozone des
feuilles jeunes ne viendrait donc pas seulement d’'une capacité antioxydante accrue mais aussi
de caractéristiques intrinseques, en l'occurrence d’'un métabolisme plus actif, leur permettant

d’alimenter les processus de détoxication.

11.3.2. Réponse différentielle au CUO

La comparaison de la réponse au CUO de l'assimilation nette de CO, et de l'activité
rubisco des FJ et des FM illustre la capacité intrinséque de résistance a I'ozone plus importante
des feuilles jeunes (figure 46). En effet, pour une méme dose effective d’ozone pénétrant dans le
mésophylle, la réduction de ces deux parametres s’avere moins forte dans les FJ que dans les
FM. L’écart entre les droites de régression linéaire tracées pour chacun des étages foliaires
indique en outre que la résistance des FJ s’est prolongée au-dela de leur phase d’expansion, ce
qui suggere un phénomene d’acclimatation & I'ozone. Cette acclimatation potentielle apparait
néanmoins insuffisante pour protéger les FJ puisque le niveau de réduction des trois parametres
considérés (teneur en Chl, A et activité rubisco) atteint en fin de traitement dans les FJ celui des
FM. La réponse au CUO de la teneur en chlorophylles totales se révele similaire pour les deux
étages foliaires. La diminution de la teneur en chlorophylles pourrait donc constituer une réponse
spécifique a I'ozone des feuilles, indépendamment du stade de développement qui est le leur au
moment de I'exposition au polluant. Par ailleurs, la corrélation entre le niveau de réduction de
I'assimilation et celui de I'activité rubisco pour les deux étages foliaires tend a confirmer que
l'atteinte de la capacité de fixation du CO, expligue en grande partie la diminution de la

photosynthése.

11.3.3. Perte de la résistance a I'ozone et transition puits/source

La phase d’expansion des FJ est marquée par leur résistante a I'ozone en termes de
symptdémes visibles et de photosynthése. L'apparition de taches nécrotiques et la réduction des
parameétres photosynthétiques coincident avec la fin de cette phase d’expansion. En réponse a
'ozone, la teneur en Chl des FJ est ainsi réduite dés 14 jours (figure 41.A), tandis que
I'assimilation et I'activité rubisco sont significativement affectées a partir de 21 jours (figures 41.B

et 45.A). Les caractéristiques des courbes A/C; et la valeur des parametres dérivés (Vemax €t Jmax)
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ne sont modifiées qu'a partir de 20 jours, tout comme les paramétres liés a la fluorescence
chlorophyllienne (®ps, P et F,/Fy), méme si, pour ces derniers, une tendance a la baisse se
dégage dés 10 jours. La période de transition de la résistance vers la sensibilité a 'ozone des FJ
semble donc se situer entre 10 et 20 jours, ce qui correspond a la fin de leur phase d’expansion
et a l'acquisition du statut d’organes sources. Dans les FJ des arbres témoins, cette phase de
transition puits/source est marquée par une augmentation considérable de la teneur en
chlorophylles et de I'activité rubisco (figure 41.A et 45). De maniére générale, les paramétres
métaboliques étudiés atteignent leur niveau maximal a 20 jours, a l'issue de cette phase de
transition (figures 41 a 45, 47, 48 et 51). Les événements physiologiques qui accompagnent la
transition puits/source des feuilles en développement sont particulierement documentés pour le
peuplier (Coleman 1986). Le métabolisme carboné s’oriente notamment vers la synthése de
saccharose pour I'export a destination des organes puits. Dans les feuilles de peupliers qui
viennent d’achever leur expansion, la part du carbone assimilé consacrée a la synthese de
saccharose passe ainsi brutalement de 25 a 85 % (Dickson & Larson 1981). La croissance
continue des espéces comme le peuplier exerce une pression métabolique importante sur les
feuilles qui entrent dans la phase de transition puits/source (Coleman 1986, Paul & Foyer 2001)
sans que ces derniéres ne disposent de réserves carbonées conséquentes (Dickson & Larson
1981). En cas d’exposition a lI'ozone, ces feuilles ne peuvent vraisemblablement pas répondre a
la demande métabolique exigée conjointement par la lutte contre le stress oxydatif et par la
transition puits/source. Cette incapacité potentielle a alimenter les processus de détoxication et
de réparation pourrait expliquer la perte de résistance a I'ozone des feuilles en développement
lors de la transition puits/source. Cette phase précise du développement foliaire est d’ailleurs
considérée comme la période ou les feuilles sont les plus sensibles a I'ozone (Coleman 1986).
Nos résultats corroborent cette observation puisque les FJ pleinement développées sont plus
fortement affectées par I'exposition a 'ozone que les FM. Par ailleurs, la transition puits/source
est caractérisée par des modifications morphologiques telle que l'augmentation des espaces
intercellulaires (Coleman 1986). Cette différenciation du mésophylle, qui vise en premier lieu a
favoriser les échanges gazeux, pourrait dans le méme temps augmenter la diffusion de I'ozone
et exacerber sa toxicité vis-a-vis des tissus photosynthétiques. La figure 55 illustre les
différences morphologiques entre feuilles en expansion et matures. Des analyses histologiques
plus approfondies apporteront des éléments quant au roéle de la différenciation du mésophylle

dans l'acquisition de la sensibilité a 'ozone lors du développement foliaire.

11.3.4. Sénescence accélérée des feuilles matures

Dans les FM des arbres témoins, la plupart des paramétres photosynthétiques diminuent

en fin d’expérience, marquant I'approche de la phase de sénescence. L'exposition a I'ozone, en
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réduisant de maniére précoce ces mémes parameétres, pourrait provoquer le déclenchement
anticipé des mécanismes amenant a l'abscission des feuilles, comme le montre le taux
d’abscission foliaire supérieur des arbres traités. De facon générale, la réponse a l'ozone
ressemble en de nombreux points a la sénescence naturelle : réduction de la photosynthese,
dégradation des chlorophylles et des protéines chloroplastiques, émission d’éthyléne et
abscission foliaire (Pell et al. 1997). De plus, I'ozone induit I'expression de plusieurs génes
spécifiques de la sénescence (senescence-associated genes SAG, Miller et al. 1999) et, comme
celle-ci, stimule les activités RNase et nucléase (Booker 2004). On trouve a ce propos un SAG

(UBQ10) parmi les EST surexprimées sous ozone (annexe 2).

I1.4. Réponses cellulaires et métaboliques a I'exposition a I'ozone

11.4.1. Réponse stomatigue

Les FJ des arbres exposés a l'ozone présentent entre 7 et 21 jours une fermeture
stomatique significative (figure 41.C). Il est généralement admis que la réduction de la
conductance stomatique en réponse au polluant n'est pas une cause de latteinte de la
photosynthése mais plutdt un de ses effets secondaires, via 'augmentation de la concentration
interne en CO, qui entraine la fermeture partielle des stomates (Fiscus et al. 1997). La
diminution de la conductance stomatique observée pour les FJ intervient pourtant sans que
I'assimilation ne soit touchée, ce qui suggere un effet direct de 'ozone sur les stomates. Le
polluant pourrait affecter les cellules de garde en induisant la formation de peroxyde
d’hydrogéne, capable d’agir sur les canaux calciques membranaires (Fiscus et al. 2005). Ce type
de réponse stomatique pourrait par ailleurs permettre de protéger les tissus foliaires en limitant le

flux entrant d’'ozone (stratégie d'évitement).

L'absence de variation de la conductance stomatique en réponse a I'ozone dans les feuilles
pleinement développées (FJ a partir de 21 jours et FM) montre que les feuilles a ce stade de
développement ne sont pas capables de limiter le flux entrant d’'ozone. En raison de la diminution
de la photosynthese, la concentration interne en CO, croissante aurait pu provogquer une
fermeture stomatique (Noormets et al. 2001). L'absence de fermeture stomatique en réponse a
I'ozone traduit peut-étre ici une perturbation du contrdle stomatique. Ce type d'effets de I'ozone
sur les stomates (défaut de contrdle stomatique, fermeture incomplete) a été rapporté pour le
peuplier (Reich & Lassoie 1985) et le chéne (Grulke et al. 2005).
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11.4.2. Stimulation des processus cataboligues

L’exposition a 'ozone a provoqué une augmentation de la respiration mitochondriale de
jour (Ry) et de nuit (R,) des FJ (figure 47). Cette stimulation est surtout marquée a 20 jours de
traitement. Dans les FM, R, est également stimulée a 20 jours, mais R4 ne varie ni en fonction du
temps, ni en réponse a l'ozone. On remarque par ailleurs que, pour un méme échantillon de
feuilles, les valeurs de R, sont & peine supérieures a celles de Ry (figure 47). On estime
généralement que la respiration mitochondriale est plus faible a la lumiére qu’a I'obscurité, mais
le degré de cette inhibition peut varier de 0 a 75 % selon les études (Krémer 1995). Dans nos
conditions expérimentales, une inhibition presque nulle de la respiration mitochondriale est
observée dans les feuilles illuminées. La stimulation de la respiration mitochondriale foliaire en
réponse a une exposition chronique a l'ozone a été mesurée chez le peuplier, le bouleau,
I'épicéa, le pin sylvestre (Dizengremel 2001) et I'érable a sucre (Tjoelker et al. 1995). Cette
augmentation du dégagement de CO, lié aux dégradations oxydatives mitochondriales est
accompagnée par la stimulation de l'activité d’enzymes associées aux processus cataboliques
(glycolyse, voie des pentoses phosphate et cycle de Krebs) (Dizengremel et al. 1994, Sehmer et
al. 1998). Parmi ces enzymes, la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPc) se montre
particulierement sensible a I'ozone puisque son activité est stimulée deux a cinq fois selon les
especes (Dizengremel 2001). L'augmentation de I'expression et de la quantité de la PEPc a de
plus été mesurée chez le pin (Fontaine et al. 2003). Dans notre étude, l'activité PEPc est
stimulée a partir de 14 jours par un facteur trois pour les FJ et par un facteur deux pour les FM
(figure 45.B). L’activation du catabolisme en réponse a l'ozone pourrait témoigner d’'une
demande accrue en énergie et en pouvoir réducteur pour le métabolisme secondaire et les
processus de détoxication et de réparation (Pell et al. 1997, Saxe 2002). Les études protéomique
(Annexe 1) et transcriptomique (Annexe 2) apportent des éléments appuyant cette hypothese.
Parmi les protéines surexprimées dans les FJ traitées, on trouve ainsi une enzyme de la
glycolyse (phosphoglucomutase), du cycle de Krebs (malate déshydrogénase) et une isoforme
cytosoligue de l'ascorbate peroxydase (APX 2) (Annexe 1, tableau 1). Une autre isoforme
cytosoligue de cette enzyme (APX 1b) fait en outre partie des séquences surexprimées dans les

feuilles matures traitées (Annexe 2, tableau A2.1).

11.4.3. Conséguences métaboligues de la stimulation de la PEPc

Lors d'une exposition a I'ozone, la stimulation de la PEPc pourrait permettre de maintenir
l'alimentation du cycle de Krebs malgré la baisse de la photosynthese (Tietz & Wild 1991). Le fait
que cette stimulation intervienne dans les FM sans modification de Ry suggére que la PEPc

pourrait jouer un autre réle. A partir de la formation d’acide oxaloacétique (AOA) par la PEPc, la
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Figure 56 : Hypothéses de modification du métabolisme carboné induite par I'ozone dans une
cellule mésophyllienne mature : origine et utilisation du PEP.

Abréviations : AOA acide oxaloacétique, CAD cinnamyl alcool déshydrogénase, Cp chloroplaste, DHAP
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conversion du malate en pyruvate par I'enzyme malique NADP-dépendante peut amener a la
formation dans le cytosol de pouvoir réducteur sous la forme de NADPH. Le malate lui-méme,
via la navette malate/AOA, peut étre importé dans divers compartiments cellulaires pour fournir
du pouvoir réducteur. Ces mécanismes, qui interviennent en aval de I'activité PEPc, pourraient
contribuer a alimenter les processus de détoxication dans divers compartiments cellulaires
(Dizengremel 2001). La stimulation de la PEPc pourrait également participer a I'activation de la
voie anaplérotique soutenant la synthese d’'acides aminés (Chollet et al. 1996), notamment par
I'export de citrate hors de la mitochondrie (figure 59). La conversion du citrate dérouté du cycle
de Krebs en isocitrate par lisocitrate déshydrogénase cytosoligue est accompagnée d'une
formation de NADPH qui pourrait renforcer le pouvoir réducteur du cytosol. L’isocitrate formé est
ensuite converti en 2-oxoglutarate (20G) qui est ensuite pris en charge par la GS

chloroplastique, ou éventuellement par la GS cytosolique (figure 59).

Le substrat de la PEPc, le phosphoénolpyruvate (PEP), possede un rble central au carrefour des
voies métaboliques primaires et secondaires (figure 56). Le PEP est en effet a la base des voies
de biosynthése de lisoprene et des phénylpropanoides dans le chloroplaste. L'isoprene est un
COV émis en abondance par la plupart des especes de peuplier (Loreto & Fares 2007). Chez
P. deltoides, Rosenstiel et al. (2003) ont proposé que la synthése d’isoprene et I'activité PEPc
entraient en compétition pour leur substrat commun, le PEP. Loreto et al. (2007) ont confirmé
cette hypothése en montrant une corrélation négative entre I'émission d’isopréne et l'activité
PEPc dans des feuilles matures de P. alba. Les travaux de ce groupe ont par ailleurs mis en
avant le r6le bénéfique de l'isoprene dans la résistance du peuplier a I'ozone (Loreto & Fares
2007). La protection des tissus foliaires par I'émission d’isoprene viendrait de sa capacité a
éliminer une partie de I'ozone avant méme qu'’il n’entre en contact avec les cellules (Loreto et al.
2001). Outre la synthese de I'isoprene, le PEP participe a la voie des phénylpropanoides dans le
chloroplaste, qui méne notamment a la synthése des lignines. Dans des conditions
expérimentales identiques a celles appliqguées dans notre étude et pour le méme modele
biologique (P. tremula x alba), Cabané et al. (2004) ont mis en évidence dans les feuilles des
arbres traités une stimulation de l'activité spécifique de trois enzymes de la voie de synthése des
lignines - shikimate déshydrogénase, phénylalanine ammonialyase et cinnamyl alcool
déshydrogénase - associée a une augmentation des transcrits de cette derniére enzyme.
L'activation de la voie des phénylpropanoides s’est accompagnée d’'une augmentation de la
teneur et de la densité des lignines, qui a été interprétée comme un mécanisme potentiel de
protection contre I'ozone par le renforcement de la barriere formée par la paroi cellulaire (Cabané
et al. 2004).

Par conséquent, la réponse métabolique a I'exposition a I'ozone met en jeu trois voies
métaboliques dont le PEP est un substrat commun. Ces voies sont (i) la voie anaplérotique
d’approvisionnement du cycle de Krebs via l'activité de la PEPc, (ii) la voie de synthése de
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I'isoprene et (iii) la voie des phénylpropanoides a l'origine des lignines. Cette situation implique
une demande croissante en PEP, qui pourrait justifier la stimulation par I'ozone de la voie
glycolytique en amont de la PEPc (Dizengremel 1994, Sehmer 1998). Dans le contexte de notre
étude, le probléme de la demande en PEP se pose de maniére particulierement forte pour les
feuilles en développement au moment ou elles atteignent leur pleine expansion. En conditions
normales, la période suivant la fin de I'expansion foliaire est marquée par un dép6t de lignine au
niveau de la paroi cellulaire (Coleman 1986). De plus, le taux d’émission d’'isoprene des feuilles
matures de P. alba est supérieur a celui des feuilles jeunes (Loreto et al. 2007) et I'on observe
dans les FJ témoins une augmentation lIégére mais significative de l'activité de la PEPc avec le
temps (figure 47). A ces augmentations inhérentes au développement foliaire s'ajoute, dans nos
conditions d’exposition a I'ozone, la stimulation importante de l'activité PEPc et de la voie des
phénylpropanoides. En réponse a l'ozone, les feuilles en phase finale d’expansion sont
confrontées d’'une part a la diminution de leur capacité photosynthétique et d’'autre part a une
demande potentielle considérable en PEP pour répondre aux besoins combinés des trois voies

métaboliques considérées (PEPc, lignines et isopréne).

Les effets de I'ozone mesurés a I'échelle de la feuille incluent une réduction
importante de la capacité photosynthétique, expliquée en grande partie par I'atteinte des
processus de fixation du CO,, notamment au niveau de la rubisco, tandis que I'altération
de la photochimie semble intervenir de maniére plus tardive. La réduction de la
photosynthése s’accompagne d’'une stimulation de la respiration mitochondriale et de
l'activité de la PEPc. En provoquant simultanément une diminution du gain de carbone
photosynthétique et une augmentation du catabolisme, 'ozone déséquilibre le budget
carboné des cellules foliaires. Cette perturbation se traduit a I'échelle de la plante par une
réduction de croissance, qui apparait en fin de traitement. La sensibilit¢ des tissus
foliaires varie avec le stade de développement des feuilles. Les feuilles en phase précoce
d’expansion se révélent résistantes au polluant en termes de symptémes visibles et de
photosynthése. Pour ces feuilles, I'absence totale de modification du métabolisme
carboné en réponse a I'ozone implique une capacité intrinséque de résistance, pouvant
provenir de la structure méme de ces feuilles et/ou de l'activité métabolique intense qui
les caractérise. A mesure que les feuilles en développement s’approchent de leur
expansion maximale, leur sensibilité a I'ozone s’accroit. La transition entre le statut
d’organe puits et celui d’organe source, qui représente une période clé du développement
foliaire, semble constituer la période de sensibilité maximale & I'ozone. C’est seulement a
partir de la transition puits/source que la toxicité de I'ozone se manifeste, notamment par

I'apparition de symptdmes visibles et la réduction de la capacité photosynthétique.
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[1l. Photorespiration

[11.1. Activité photorespiratoire et enzymes associées

En réponse a l'ozone, l'activité photorespiratoire in vivo (P,) est trés fortement réduite
dans les feuilles pleinement développées (FJ aprées 14 jours et FM) mais n’est pas modifiée dans
les feuilles en expansion (FJ avant 14 jours et FE) (figure 48.A). La photorespiration apparait
évoluer avec le temps et en réponse a I'ozone en parallele a la photosynthése, avec toutefois un
degré de réduction plus important. Le cycle de Calvin et celui de la photorespiration ont pour
origine commune la prise en charge du RuBP par la rubisco. La mesure de I'activité carboxylase
de la rubisco en conditions d’activation totale de I'enzyme apporte une estimation de la capacité
totale de la rubisco. A ce titre, la réduction de I'activité rubisco enregistrée en réponse a l'ozone
rend vraisemblablement compte d’une réduction de la capacité de I'enzyme a la fois pour la
carboxylation et pour I'oxygénation du RuBP. Une telle réduction de I'activité photorespiratoire in
Vivo a été rapportée pour des plants de soja exposés pendant quatre mois a une concentration
moyenne en ozone de 73 ppb a raison de 12 h par jour (Booker et al. 1997). Dans cette étude,
I'évolution de I'activité photorespiratoire est également corrélée a celle de I'assimilation de CO,,
que ce soit en fonction du développement foliaire ou en réponse a l'ozone, et I'ampleur de la
réduction est également plus importante pour la photorespiration que pour I'assimilation. En
outre, la réduction de [lactivité photorespiratoire est coordonnée a celle des activités
enzymatiques de la glycolate oxydase (GO) et de I'hydroxypyruvate réductase (HPR). Une telle
réduction coordonnée de I'activité de ces deux enzymes peroxysomales en réponse a I'ozone a
aussi été montrée pour le pin d’alep (Dizengremel 2001). Dans notre étude, seule l'activité GO
est affectée par 'ozone de la méme maniere que le taux de photorespiration in vivo (figure 48.B).
L’activité HPR montre quant a elle des variations non significatives difficiles a interpréter dans le
contexte d’'une réduction de la photorespiration (figure 49.A). De plus, les variations de l'activité
GO se rapprochent davantage de celles de I'activité rubisco que de celles de [l'activité
photorespiratoire, illustrant un écart possible entre capacité enzymatique in vitro et activités in
vivo. Une étude antérieure portant sur la méme espéce (P. tremula x alba) exposée a 100 ppb en
ozone pendant 35 jours dans les mémes conditions que celles de cette étude (cf. Annexe 2) a
apporté des résultats plus cohérents, avec notamment une réduction coordonnée des activités
GO et HPR dans les deux étages foliaires étudiés, correspondant aux FJ et aux FM (figure 57).
En s’appuyant sur ces résultats et ceux publiés par Booker et al. (1997) et Dizengremel (2001),
qui constituent d’ailleurs les seuls travaux recensés portant sur les effets de I'ozone sur la
photorespiration, I'hypothese la plus probable demeure celle d’une réduction coordonnée des

activités photosynthétique et photorespiratoire en réponse au polluant.
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L’absence de coordination entre les activités GO et HPR provient peut-étre d’une régulation plus
tardive de la HPR. Cette enzyme catalyse I'avant derniere étape du cycle de la photorespiration
(figure 26) et pourrait, malgré la diminution de l'activité photorespiratoire, voir son activité se
maintenir plus longtemps par I'apport d’hydroxypyruvate provenant d’autres voies métaboliques.
La GO, qui intervient tres t6t a la suite de I'oxygénation du RuBP (figure 26), serait plus fortement
affectée par la réduction de la formation de glycolate-2P par la rubisco. Une inhibition par I'ozone
plus tardive de I'activité HPR par rapport a celle de la GO est observée dans les trois études

citées, ce qui tend a corroborer cette hypothese.

La photorespiration peut étre amenée a jouer un rble de protection en conditions de saturation de
la photochimie, lorsque I'ATP et le pouvoir réducteur produits ne peuvent étre totalement utilisés
et gu'apparait un excés d’'énergie d’excitation pouvant entrainer la formation de ROS (Heber et
al. 1996). Dans de telles conditions, le cycle photorespiratoire permet de consommer I'énergie
excédentaire et de protéger la cellule des effets néfastes de la photoinhibition et de la
photooxydation (Kozaki & Takeba 1996, Wingler et al. 2000), notamment en cas de stress
hydrique (Noctor et al. 2002). Comme le montre la baisse du rapport F./F,, en fin de traitement
(figure 44.C), une saturation de la photochimie a pu survenir dans nos conditions expérimentales
alors que les processus de fixation du CO, étaient fortement touchés. La diminution coordonnée

de l'activité photorespiratoire empéche toutefois cette derniére de jouer un réle de protection.

[11.2. Réponse du couple GDC/SHMT et implications possibles

La quantité de la sous-unité H du complexe glycine décarboxylase (GDC H) et de la
sérine hydroxyméthyl transférase (SHMT) augmente avec le développement des FJ et atteint sa
valeur maximale a 21 jours, tandis qu’elle décline graduellement dans les FM qui se dirigent vers
la sénescence (figure 51). Ces variations avec le développement foliaire sont comparables a
celles décrites chez le pois par Vauclare et al. (1996). L’exposition a I'ozone n’a en revanche pas
d’effet sur la teneur en GDC H et en SHMT, a I'exception d’'une réduction accélérée dans les FM
pour la SHMT. Le complexe mitochondrial GDC, qui représente 50 % des protéines de la matrice
mitochondriale, catalyse la conversion de la glycine en 5,10-methylene tétrahydrofolate (CH2-
THF) (Douce et al. 2001). Cette réaction, dont la sous-unité H constitue I'élément pivot,
s'accompagne de la formation de CO,, de NH3; et de NADH (figure 58). Des études mettant en
jeu des plantes mutées ou montrant une sous-expression de la GDC ont révélé que ce complexe
multienzymatique était essentiel au métabolisme des plantes par sa contribution & deux voies
métaboliques majeures : la photorespiration d'une part (Somerville & Ogren 1982) et le
métabolisme des composés a un carbone (C1) d’autre part (Engel et al. 2007). Dans ces deux
contextes, le fonctionnement de la GDC est couplé a celui de la SHMT, qui produit de la sérine

exportée de la mitochondrie pour intégrer le cycle de la photorespiration (Douce & Neuburger
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1999). La sérine formée peut aussi servir de donneur de C1 dans différents compartiments

cellulaires (figure 56) (Mouillon et al. 1999).

Dans notre systeme expérimental, la réduction de I'activité photorespiratoire dans les feuilles
exposées a I'ozone n’est pas corrélée a la diminution de la teneur en GDC H et en SHMT. On
peut émettre I'hnypothese que la stimulation du métabolisme C1 est suffisante pour compenser
une moindre implication de ces enzymes dans le cycle photorespiratoire. Dans la mesure ou la
synthése des lignines nécessite des quantités importantes d'intermédiaires C1 (Hanson & Roje
2001), la stimulation de la voie des phénylpronanoides et de la lignification rapportée par Cabané
et al. (2004) pourrait expliquer une éventuelle activation du métabolisme C1 (figure 56). Une
isoforme de la GDC H, phylogénétiquement distincte des isoformes connues, a été caractérisée
dans le xyleme du peuplier P. tremuloides (Wang et al. 2004). La présence de cette isoforme
dans ce type de tissus a été reliée a la demande importante en intermédiaires C1 pour la
lignification. En conditions normales, I'expression de cette isoforme spécifique du métabolisme
C1 (H1) dans les tissus photosynthétiques de P. tremuloides est négligeable en comparaison a
celle des deux isoformes associées a la photorespiration (H3 et H4) (Rajinikanth et al. 2007). En
admettant que la technique d'immunodétection employée dans notre étude ne permette pas de
distinguer les différentes isoformes de la GDC H, ce qui est probable, le maintien de la quantité
de cette protéine pourrait traduire une inversion du rapport entre I'expression de I'isoforme H1 et
celles des isoformes H3/4, inversion associée a la stimulation du métabolisme C1 et de la

lignification en paralléle a la réduction de l'activité photorespiratoire en réponse a 'ozone.

Il demeure que la diminution accélérée du contenu en SHMT dans les FM traitées a I'ozone sans
gue celui en GDC H ne soit affecté est difficile a interpréter dans la mesure ou les activités
GDC/SHMT sont couplées, et que la SHMT joue aussi un rble primordial a la base du
métabolisme C1 (Hanson & Roje 2001). Des différences dans la sensibilité a I'ozone
(dégradation) ou la régulation (expression) des deux enzymes peuvent étre a l'origine de cette
observation. L’exposition a I'ozone ayant provoqué le déclenchement précoce de la sénescence
des FM, un comportement différent des deux enzymes au cours de la sénescence pourrait

également expliquer le maintien de la quantité de la GDC H et le déclin accéléré de la SHMT.

La possibilité d’'une régulation post-traductionnelle ne permet pas de relier avec certitude les
variations de la quantité de GDC H et de SHMT aux variations de leur activité catalytique
respective. L'activité GDC est notamment inhibée par le HNE (4-hydroxy-2-nonenal), un produit
particulierement réactif de la peroxydation lipidique (Taylor et al. 2004). Ce composé est ainsi
capable d’inhiber, outre l'activité GDC, celle de plusieurs autres enzymes mitochondriales telles
gue la PDC, 'OGDC ou I'AOX (Millar & Leaver 2000, Winger et al. 2005). L’inhibition de l'activité
GDC provient de la réaction du HNE avec une extension de la sous-unité H portant I'acide

lipoique essentiel a l'activité catalytique du complexe multienzymatique (figure 58) (Taylor et al.
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2002). L’exposition a lI'ozone, comme toute contrainte environnementale induisant un stress
oxydant, est susceptible de favoriser la formation du HNE qui pourrait inhiber I'activité GDC sans
diminution de la quantité de la sous-unité H. Ce cas de figure remettrait alors en cause

I'nypothése du maintien de I'activité GDC en conditions de photorespiration réduite.

[11.3. Réponse de la glutamine synthétase et implications possibles

La glutamine synthétase (GS) est une enzyme clé du métabolisme azoté. Dans les tissus
photosynthétiques des angiospermes, deux isoformes de la GS sont présentes. L’isoforme
chloroplastique (GS2), la plus abondante, est surtout localisée dans les cellules
photosynthétiques du mésophylle ou elle assure I'assimilation primaire de 'ammonium et le
recyclage de 'ammonium issu de la photorespiration (figure 59) (Lea & Miflin 2003). L'isoforme
cytosoliqgue (GS1) est surtout localisée dans le cytosol des cellules compagnes du phloéme,
suggérant un rdle dans la production de glutamine en tant que forme de transport de I'azote dans
le phloéme (Brugiére et al. 1999). En conditions normales, la GS1 est présente dans le cytosol
des cellules du mésophylle en faible abondance (Canton et al. 1999) mais peut étre induite lors
de la sénescence (Brugiere et al. 2000) et en réponse a diverses contraintes biotiques et
abiotiques (Bauer et al. 1997). Au niveau du métabolisme azoté, la sénescence est marquée par
une transition de l'assimilation vers la remobilisation. Dans ce contexte, une stimulation
importante de I'expression de la GS1 coordonnée a la répression de la GS2 a été montrée au
cours de la sénescence foliaire (Masclaux et al. 2000). Une évolution similaire de I'expression
des deux isoformes de la GS a été mesurée en cas de stress hydrique chez la tomate (Bauer et
al. 1997). Enfin, Perez-Garcia et al. (1998) ont rapporté I'induction d’une isoforme cytosolique de
la GS dans le mésophylle de plants de tomates infectés par Pseudomonas syringae. Les auteurs
suggerent que cette GS cytosolique serait impliquée dans la remobilisation de I'ammonium

produit par la dégradation des chloroplastes.

Dans leur ensemble, ces études font apparaitre que la GS1 pourrait étre induite dans certaines
circonstances (sénescence, stress hydrique, infection par un pathogéene) ou la nécessité d'une
remobilisation rapide de l'azote intervient en méme temps que la répression de la GS2
accompagnant I'altération de la machinerie chloroplastique. Les effets de I'exposition a 'ozone
décrits précédemment (réduction de la teneur en chlorophylles, de la capacité photosynthétique
et déclenchement précoce de la sénescence des feuilles matures) laissent penser que ces
conditions sont précisément réunies dans le contexte de notre étude. L’activité GS totale n’est
modifiée par I'ozone ni dans les FJ et FM avant 21 jours ni dans les FE a 35 jours (figure 49.B).
Pour ces feuilles, la séparation éléctrophorétique en conditions natives des extraits protéiques
totaux permet d'attribuer l'activité GS totale a un polypeptide d’'une masse moléculaire de
400 kDa environ (figure 50), proche de celle de la GS2 de P. tremula x alba (418 kDa, Fu et al.
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2003). Dans les feuilles pleinement développées des arbres traités, une stimulation significative
de l'activité GS totale apparait a partir de 21 jours. Cette stimulation s'accompagne de
I'atténuation de la bande a 400 kDa et de I'apparition d’'une bande de forte coloration & 600 kDa.
En réponse a I'ozone, l'activité GS assurée par la GS2 semble donc diminuer dans les feuilles
matures. En conditions normales, on estime que l'activité dédiée au recyclage de 'ammonium
photorespiratoire représente une part tres majoritaire de l'activité GS2 (figure 59). La forte
réduction de l'activité photorespiratoire dans les feuilles matures traitées pourrait ainsi expliquer
la baisse de l'activité GS2. Dans ces mémes feuilles, I'activité GS totale affiche une stimulation
importante en réponse a l'ozone. De plus, un peptide et deux EST correspondant a la GS1
figurent parmi les protéines (Annexe 1 tableau 1) et les transcrits (Annexe 2 tableau A2.1)
surexprimées en réponse a I'ozone. Il est donc tentant d’attribuer la stimulation de l'activité GS
totale par I'ozone a une induction de la GS1 cytosolique, a I'image des celle observée lors de la
sénescence et en réponse au stress hydrique. Cependant, la bande colorée sur gel d'activité, qui
semble rendre compte de 'augmentation de l'activité GS totale, correspond a une protéine de
600 kDa, contre seulement 320 kDa pour la GS1 de P. tremula x alba (Fu et al. 2003). Une
dimérisation de la GS1 peut étre envisagée, mais un tel mécanisme n'a pas été identifié pour

cette enzyme.

Dans nos conditions expérimentales, l'activité photorespiratoire s'est avérée
particulierement affectée par I'exposition a I'ozone. Nos données indiquent que I'impact
du polluant sur la photorespiration proviendrait en premier lieu de la réduction de la
capacité enzymatique de la rubisco, qui est a lorigine de la fixation du CO,
atmosphérique mais aussi du cycle photorespiratoire. A ce titre, la réduction de la
photorespiration suivrait celle de la photosynthese. Dans le contexte d’'une réduction de la
photorespiration, le maintien de la quantité de GDC H et de SHMT ainsi que la stimulation
de l'activité GS totale ont permis de mettre en exergue l'implication potentielle de ces

enzymes dans les voies métaboliques stimulées en réponse a l'ozone.
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CONCLUSION & PERSPECTIVES

Le travail présenté dans ce mémoire comportait deux objectifs principaux :

» améliorer la compréhension des effets de 'ozone sur le métabolisme carboné

primaire en relation au développement foliaire
e caractériser le comportement de la photorespiration en réponse a I'ozone.

La diversité des techniques utilisées a permis d'identifier un certain nombre de réponses
moléculaires et cellulaires a I'exposition a 'ozone et de les relier a des effets mesurés a I'échelle

de la feuille voire de la plante entiére.

Les symptbmes visibles (tdches nécrotiques, chlorose et abscission précoce) observés
chez les arbres traités attestent en premier lieu de la sensibilité marquée de P. tremula x alba a
une exposition chronique a l'ozone. Les arbres traités ont également montré une réduction de
croissance qui s’est surtout manifestée au niveau de la croissance radiale de la tige et de la
production de biomasse racinaire. Une telle réduction obtenue pour une durée de traitement de
35 jours seulement traduit en outre le niveau relativement élevé de I'exposition chronique
appliquée dans notre étude. A I'échelle tissulaire, la confirmation du role prépondérant du
peroxyde d’hydrogene dans l'initiation du phénoméne de nécrose chez le peuplier offre une
premiére perspective de travail. La démarche de localisation subcellulaire du peroxyde
d’hydrogéne et de mesure d’expression de genes induits par ce composé adoptée par Pellinen et

al. (1999, 2002) sur le bouleau pourrait étre transposée a notre modéle biologique.

La diminution marquée de la capacité photosynthétique des arbres exposés a I'ozone explique
sans doute en grande partie la perte de croissance enregistrée. L'impact négatif de I'ozone sur la
photosynthése a été apprécié aussi bien a I'échelle foliaire par des mesures d’échanges gazeux
in vivo qu'a I'échelle cellulaire par des analyses biochimiques in vitro. Les données recueillies
laissent apparaitre que la restriction de la capacité photosynthétique provoquée par I'ozone
résulte d'effets combinés sur les processus anaboliques (cycle de Calvin) et photochimiques
(pigments, photosystémes). A ce sujet, la séquence des événements menant a la réduction de
l'assimilation du CO, atmosphérique reste a établir, en précisant en particulier quels processus,

de la fixation du CO, ou de la photochimie, sont affectés en premier lieu par I'ozone.

Une différence nette de sensibilité a 'ozone apparait entre les feuilles pleinement développées et

les feuilles en phase d’expansion. Les premiéres montrent ainsi systématiquement des
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dommages visibles et une réduction de capacité photosynthétique tandis que les secondes ne
sont affectées en aucune maniere. La caractérisation de la capacité antioxydante dans les tissus
foliaires a différents stades de développement pourrait apporter des éléments pour expliquer
cette différence de sensibilité au polluant. Quelques composants clés du systeme antioxydant
pourraient étre ciblés, comme par exemple I'ascorbate, qui est souvent considéré comme la
premiére ligne de défense contre I'ozone (Polle 1997). L'isoprene semble aussi présenter une
capacité importante de protection contre le polluant (Loreto et al. 2001), en particulier pour une
espéce fortement émettrice comme le peuplier (Loreto & Fares 2007). Cependant, les feuilles
jeunes émettent moins d’isopréne que les feuilles matures, ce qui compromet lintérét de
lisopréne pour expliquer la résistance des feuilles jeunes. Plus généralement, le pouvoir
réducteur cellulaire (NADH et NADPH), en tant que force motrice du systeme antioxydant,
pourrait constituer un indicateur plus approprié de la capacité cellulaire de défense contre I'ozone
(Dizengremel et al. sous presse). Les résultats préliminaires au niveau histologique laissent
penser que l'importance des espaces intercellulaires au sein du mésophylle pourrait jouer un
grand réle dans la résistance des tissus foliaires en influant sur la diffusion de I'ozone dans les
feuilles. Des analyses complémentaires prévues prochainement permettront de vérifier cette
hypothése par l'observation de coupes transversales de feuilles a différents stades de

développement et exposées a 'ozone.

Pour les feuilles en développement, I'acquisition de la sensibilité semble coincider avec la
transition puits/source. La caractérisation de cette transition dans nos conditions expérimentales
est nécessaire pour confirmer une telle observation. Le suivi de la concentration en saccharose
et en sucres réducteurs au cours du développement foliaire pourrait permettre d’identifier le

stade de développement correspondant a cette transition.

Outre une sensibilité prononcée a I'ozone en termes de symptémes visibles et de réduction de
photosynthése, les feuilles pleinement développées présentent en réponse a I'ozone une
stimulation considérable de l'activit¢ PEPc, qui semble constituer une réponse cellulaire
spécifique a I'ozone, quelque soit le stade de développement des tissus foliaires au moment ou
ils sont exposés au polluant. Comme nous I'avons vu dans la section précédente, I'activité PEPc
entre naturellement en compétition pour le substrat PEP avec les voies de synthese de l'isopréne
et des lignines. Cette situation est d’autant plus problématique lors d’'une exposition a I'ozone
que deux de ces trois voies métaboliques (PEPc et lignines) sont susceptibles d’étre stimulées
tandis que la troisieme (isoprene) aboutit a la synthése d’un COV pouvant éliminer I'ozone. Cette
situation offre de nombreuses perspectives de recherche. On pourrait tout d'abord envisager
d’évaluer, sous ozone, la part du PEP utilisée par chacune des voies en mesurant (i) I'activité
PEPc, (ii) l'activité d’enzymes de la voies des phénylpropanoides (CAD, SDH, PAL) et (iii) le taux
d’émission d’isopréne. En amont, la mesure d’activité d’enzymes glycolytiques pourrait répondre

102






Conclusion & Perspectives

a la question de l'origine du PEP. On pourrait également envisager de manipuler le niveau
d’engagement des trois voies. La voie de biosynthese de l'isopréne peut ainsi étre inhibée
chimiquement par un traitement a la fosmidomycine (Loreto & Fares 2007). Pour les lignines, des
lignées de P. tremula x alba sous-exprimant la CAD ont été créées au centre INRA d’Orléans,
mais le niveau d’inhibition de l'activité CAD foliaire est limité a 40 % (contre 90 % dans les tiges).
Enfin, des lignées de peupliers surexprimant la PEPc sont en cours d’élaboration par I'équipe de

H. Rennenberg de I'Université de Freiburg en Allemagne.

Concernant le deuxieme objectif de ce travail, nos résultats indiquent que l'activité
photorespiratoire est fortement réduite dans les feuilles matures des arbres traités. L’hypothése
la plus probable pour expliquer cette réduction est celle d’'une diminution coordonnée de la
photosynthése et de la photorespiration, ayant pour origine commune la réduction de la capacité
rubisco que traduit la diminution de l'activité rubisco et de Vqmax- Au final, cette partie de notre
étude s’est révélée porteuse d'informations de par le maintien, voire la stimulation, d’enzymes
dont on aurait pu attendre une réponse a I'ozone parallele a celle de l'activité photorespiratoire.
Dans le cas de la GDC H, les travaux récents sur lI'expression de ses isoformes dans les
organes du peuplier P. tremuloides offrent des perspectives de recherche intéressantes a travers
I'analyse de I'expression des génes codant pour I'isoforme spécifique du métabolisme C1 (H1) et
des isoformes associées a la photorespiration (H3 et H4) (Wang et al. 2004, Rajinikanth et al.
2007). De plus, I'inhibition potentielle de la GDC H par le HNE pourrait étre vérifiée d’'une part en
mesurant la concentration en produits de la peroxydation lipidique et d’autre part en testant la
formation du complexe acide lipoique/HNE a l'aide d’anticorps spécifique de ce complexe, a
'image du travail de Winger et al. (2005) sur I'AOX.

Les résultats préliminaires concernant la réponse de la GS a l'ozone soulévent un certain
nombre d’interrogations, a commencer par la nature du peptide de 600 kDa induit par I'ozone.
Les analyses protéomique et transcriptomique donnent cependant des indications concordantes
puisque la GS1 est présente parmi les protéines et les ESTs surexprimées en réponse a I'ozone.
Une analyse par immunoblot de la quantité des isoformes GS1 et GS2 est prévue prochainement
et sera a terme complétée par la mesure par Q-RTPCR des niveaux de transcrits
correspondants. La mesure dexpression par cette technique des EST différentiellement
exprimées permettra de surcroit de confirmer les résultats de I'étude transcriptomique en vue de

leur publication.
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En conclusion, deux perspectives de recherche émergent en priorité du
travail présenté dans ce mémoire. La premiere consiste en I'étude ciblée de
I'expression des isoformes de la GS et de la GDC H en réponse a I'ozone. Une
telle étude permettrait d'étendre notre champ d’investigation aux
interconnections entre le métabolisme carboné primaire et ceux de I'azote et des
C1. La deuxiéme perspective concerne la question de l'origine et de I'utilisation
du PEP dans le contexte des modifications du métabolisme induites par I'ozone.
Parmi les voies en compétition pour le PEP, la voie anaplérotique initiée par la
PEPc, dont la stimulation constitue une caractéristique de la réponse a I'ozone,
meérite un examen approfondi. En plus de ces deux perspectives majeures, cette
étude a mis en évidence l'importance des changements physiologiques qui
accompagnent le développement foliaire dans la sensibilité des tissus

photosynthétiques a 'ozone.
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ANNEXE 1

Analyse protéomigue

A DIGE analysis of developing poplar leaves subjected to ozone reveals major changes in
carbon metabolism.

Bohler S., Bagard M., Oufir M., Planchon S., Hoffmann L., Jolivet Y., Hausman J.-F.,
Dizengremel P. & Renaut, J.

(2007) Proteomics, 7 (10): 1584-1599.
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ANNEXE 2

Analyse transcriptionnelle

L'étude décrite dans cette annexe a consisté en une analyse a grande échelle du niveau
des transcrits de feuilles matures de peupliers en réponse a une exposition chronique a l'ozone.
L'expérience de fumigation en question a été réalisée en 2003 dans le cadre de mon travail de
DEA. Ses caractéristiques sont tres proches de celles des expériences détaillées dans la partie
Matériel & Méthodes : exposition chronique en chambres de fumigation pendant 35 jours, méme
modele biologique d’étude (P. tremula x alba) et suivi de feuilles matures et en développement.
Seule la concentration en ozone appliquée differe, avec 100 ppb contre 120 ppb. Pour une
espece sensible telle que le peuplier, ces deux niveaux d’exposition sont comparables. L'analyse
transcriptionnelle en elle-méme a été réalisée en 2003 sur la plate-forme technique de 'UPSC
d’'Umea en Suéde, mais la mise en service de la base de données en ligne UPSC BASE en 2005
a permis d’approfondir le traitement des données pendant la période de theése et d’aboutir a des

résultats s'inscrivant dans son contexte.

1. Principe de la technique

Les techniques mettant en ceuvre des filtres d’ADN & haute densité (microarrays)
permettent d’étudier I'effet d'un traitement sur I'expression de plusieurs milliers de génes. Cette
technique repose sur la fixation sur un support solide d'un trés grand nombre de molécules
d’ADN constituant la matrice pour des hybridations spécifiques. Pour notre étude, nous avons
utilisé un filtre & ADNc de type POPL1 issu de la collaboration entre le KTH de Stockholm et
I'UPSC d’'Umea, en Suede. Son support physique est une lame de verre de 7,5 cm sur 2,5 cm,
sur laquelle ont été déposées 13824 séquences nucléotidiques sondes. Ces ADN ont été
sélectionnés a partir d'une banque d’EST composée de 33000 clones et répartis en sous-
groupes selon le tissu ou l'organe dont ils proviennent. Le filtre formé des 13824 séquences
sondes est présent en deux exemplaires sur chaque lame de verre, permettant une premiere

réplication technique.

La méthode de mesure du niveau d'expression repose sur I'hybridation des ADN sondes
composant le filtre avec des ADNCc cibles marqués. Apres I'extraction des ARN totaux a partir du
matériel biologique étudié et une étape de transcription inverse, le marquage des ADNCc cibles se

fait ici par incorporation de deux fluorophores (Cy3-dNTP et Cy5-dNTP) de structure proche mais
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Figure A2.1. : Etapes successives de I'analyse transcriptionnelle.
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dont les longueurs d’onde d’excitation different. Apreés le marquage des ADNCc cibles et leur
hybridation moléculaire aux ADN sondes, un scanner permet de quantifier l'intensité du
marquage, qui est proportionnelle a la quantité de molécules d’ADNc cibles hybridées aux ADN
sondes. Le marquage respectif de deux échantillons d’ADNc cibles avec ces deux fluorophores
permet donc de quantifier sur une méme lame et pour chaque EST les signaux d’hybridation
associés a chacun des échantillons. Appliquée a deux échantillons appariés provenant d’'un
matériel biologique respectivement traité et non traité, la technique permet de mesurer l'impact
d'un facteur (stress biotique ou abiotique, développement, sénescence, etc.) sur I'expression
d’'un grand nombre de génes. Un traitement informatique permet de normaliser les données et de
soustraire linfluence de la variabilité technique. Enfin, des analyses statistiques permettent

d’identifier des variations significatives de I'abondance des transcrits.

2. Conditions de culture et de fumigation a 'ozone

L’analyse transcriptionnelle a porté sur des feuilles de peupliers juvéniles (Populus
tremula Michx. x Populus alba L., clone INRA 717-1 B4) cultivés et exposés a l'ozone en
chambres phytotroniques entre octobre 2002 et février 2003. Les arbres étudiés sont issus de
boutures de tiges provenant du centre INRA d’Orléans. Les boutures ont été immergées dans
une solution d’AIB & 4 mg.mL™ pour favoriser la néoformation de racines. Les tiges ont ensuite
été plantées dans du sable fin largement irrigué. Apres trois semaines, les tiges ont été
rempotées dans des pots de 4 L dans un terreau de pépiniére fertilisé (Gramoflor NFU 44-551),
auquel ont été ajoutés 8 g de granulés nutritifs (Nutricote TL00 NPK+MgO 13-13-13-2) par pot.
Le drainage est assuré par une couche de 2 cm d'épaisseur de billes d’argile expansé disposées
au fond des pots. Apres dix semaines de culture, les plants ont été placés en chambres
phytotroniques pour acclimatation pendant une semaine. Trente-quatre plants, d’'une hauteur
moyenne de 80 cm, ont ainsi été répartis dans quatre chambres de fumigation. Les conditions
environnementales dans les chambres de culture et de fumigation sont identiques a celles
présentées dans la section Matériel & Méthodes. Au terme de la semaine d’acclimatation, la
moitié des arbres, répartis dans deux chambres de fumigation, a été exposée a un air enrichi en
ozone tandis que le reste des arbres est maintenu en air filtré et forme le lot témoin. Les arbres
traités ont été exposés a une concentration en ozone de 100 + 15 ppb pendant les 12 heures
guotidiennes de photopériode, sur une période de 35 jours. Le dispositif de fumigation est décrit

dans la section Matériel & Méthodes.

Au début de la période de fumigation, deux étages foliaires ont été définis comme décrit
précédemment. Le premier est constitué de feuilles déja matures en début de traitement (FM).

L’autre étage foliaire correspond a des feuilles jeunes (FJ) dont le développement se déroule
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pendant la période de fumigation. L’analyse transcriptionnelle a porté sur des FM prélevées

apres 35 jours de traitement.

3. Préparation et hybridation des échantillons

3.1. Extraction des ARN totaux

L'extraction des ARN totaux a été réalisée a partir de feuilles matures (FM) prélevées
apres 35 jours d'expérience sur trois arbres en air filtré et trois arbres traités a l'ozone. Le
protocole utilisé a été adapté de celui décrit par Chang et al. (1993). L'ensemble de la verrerie et
des ustensiles utilisés est autoclavé. Les solutions sont préparées avec de I'eau ultra pure traitée
au DEPC 0,1% et autoclavées. Environ un gramme de feuilles congelées est broyé dans de
I'azote liquide. La poudre obtenue est transvasée dans des tubes Falcon et dissoute dans 15mL
de tampon d’extraction chaud (CTAB 2%, PVP K30 2%, TrisHCI pH 8 100mM, EDTA 25mM,
NaCl 2M, B-mercaptoéthanol 2,67% v/v). Les échantillons sont laissés 5 minutes & 65C puis
subissent une extraction au CHISAM (chloroforme : isoamylalcool en proportion 24/1) : addition
d’'un volume de CHISAM suivie d’'une centrifugation (15 minutes a 10000 rpm & température
ambiante, appareil Beckman rotor JA-20), puis prélevement de la phase aqueuse concentrant les
ARN. L’extraction est répétée deux fois. Apres I'ajout d’'un quart de volume de LiCl 10M, les ARN

précipitent pendant au moins 16 heures a 4.

A l'issue de I'étape de précipitation, les échantillons sont centrifugés 20 minutes a 10000 rpm a
4T (Beckman, rotor JA20). Le culot est resuspendu dans 600 uL d’une solution de SSTE (NacCl
1 M, SDS 0,5 % ml/v, Tris-HCI pH 8 10 mM, EDTA 1 mM) a 60<C. Trois nouvelles étapes
d’extraction au CHISAM sont réalisées, puis deux volumes d’éthanol froid 99,5% sont ajoutés.
Apres une période de précipitation d’au moins 12 heures a -20C, les échantillons subissent une
centrifugation de 20 minutes a 14000 g a 4. Le surnageant est alors éliminé et remplacé par
un volume d’éthanol a 70 %. Une nouvelle centrifugation et I'élimination du surnageant permet
de dessaler les échantillons. Le culot est laissé sécher a I'air libre jusqu’a I'évaporation totale de

I'éthanol résiduel, puis est resuspendu dans 100 pyL d'eau DEPC.

La qualité des ARN extraits est évaluée sur gel d’agarose (agarose 1%, TAE, BET 2%o v/v). De
plus, une quantification spectrophotométrique est réalisée en mesurant I'absorbance a 260 nm
spécifique des ARN. Le rapport de I'absorbance a 260 nm sur celle a 280 nm, associée aux
protéines, permet d’évaluer la pureté des ARN totaux obtenus. Un rapport minimum de 2,

correspondant a un niveau de pureté satisfaisant, a été obtenu pour 'ensemble des extraits.
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3.2. Transcription inverse

Les ARN totaux des trois €chantillons de chaque traitement sont mélangés de facon a ce
gue chaque échantillon apporte la méme quantité d’ARN. La concentration finale en ARN totaux

estde 2,5 pg.uL™.

Les ARN sont dénaturés pendant 5 minutes & 70C, en présence d'oligo dT (aa-dUTP/dTTP en
proportion 4:1). La transcription inverse a ensuite lieu pendant deux heures a 42T. La
composition du milieu réactionnel est la suivante : tampon RT (Gibco/Life Tech.), oligodT 10 mM,
DTT 10 mM, inhibiteur de RNase (MBI Fermentas/ TAMRO) 3 % vl/v, reverse transcriptase
SuperScript Il 6,66 U.uL™. La réaction est stoppée par I'ajout d’EDTA 125 mM, puis de NaOH
0,2 M. Aprés une incubation de 15 minutes a 65T visant a éliminer les ARN résiduels, le milieu
est neutralisé par I'ajout d’'un volume d’Hepes pH 7 1 M. Les ADNc sont alors purifiés et dessalés

a l'aide du kit MinElute Clean-up commercialisé par Qiagen.

3.3. Marquage et hybridation des ADNc

Les étapes suivantes nécessitent de protéger les échantillons de la lumiére. Les
molécules de marquage utilisées sont en effet trés photosensibles. Les fluorophores Cy3 et Cy5
(Amersham Pharmacia Biotech.) sont resuspendus dans 15 pL d’ADNc. Chaque fluorophore est
assigné a une population d’ADNc. Le marquage s’effectue par incorporation des molécules Cy3
et Cy5 aux séquences d’ADN, au cours d'une incubation de deux heures a température
ambiante a I'obscurité. Les ADNc marqués sont ensuite purifiés en utilisant le kit Qiaquick de

purification de produits de PCR (Qiagen).

La lame est soumise a une étape de pré-hybridation pendant 45 minutes & 42<C. Le tampon
utilisé a la composition suivante : SSC 5x, Formamide 50 % v/v, solution de Denhardt 5 % v/v,
BSA 0,1 pg.uL™. La lame est recouverte d’un film protecteur (Hybrislip, Sigma-Aldrich) et placée
dans une chambre d’hybridation adaptée. Aprés lavage a l'isopropanol 100 %, la lame recoit un
mélange des deux pools d’ADNc préalablement additionné au mélange d’hybridation (ARNt
0,3 pg.pL?, oligodA 0,5 ug.pL?, SSC 3x, Formamide 20 % v/v, SDS 0,5 % m/v) et dénaturé a
95T pendant une minute. Un nouveau film est déposé, puis la lame est placée dans une
chambre d’hybridation a 42<C, pendant au moins 16 h eures. La lame hybridée subit ensuite trois
lavages successifs par des solutions de lavage d’'astringence décroissante (solution 1 : SSC 1x,
SDS 0,03% m/v ; solution 2 : SSC 0,2x ; solution 3 : SSC 0,05x). Elle peut alors étre conservée a

I'obscurité pendant quelques semaines avant d'étre analysée.
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4. Acquisition et analyse des intensités de marquage

L’acquisition numérique des images associées aux deux marquages est réalisée a l'aide
d’'un scanner Packard Bioscience Scanarray 4000 et du logiciel qui lui est associé. Avant de
numeériser la lame en haute résolution (5 um), un passage rapide a une résolution plus faible de
50 um permet d'ajuster le focus, la puissance et le PMT (parametre d’amplification par
photomultiplication) des deux lasers, dans le but d'équilibrer l'intensité moyenne des deux
images. Il est a noter que lintensité de limage obtenue a partir de Cy5 (635 nm) est
systématiquement plus faible que pour Cy3 (532 nm), ce qui nécessite d’augmenter la puissance
et le PMT du laser de 635 nm de longueur d’'onde. Si 'augmentation de la puissance permet

d’améliorer la détection, une forte valeur de PMT s’accompagne d’un bruit de fond important.

L'image est analysée a l'aide du logiciel GenePix. Les images provenant des deux fluorophores
sont d'abord superposées. Les spots sont ensuite sélectionnés un a un au sein d'une grille
composée de cercles de taille égale. Au cours du processus d’adressage, les cercles sont
recentrés et leur taille est adaptée a celle des spots. L'étape suivante consiste a qualifier ces
derniers (flagging) : les spots sont marqués comme bons, absents ou mauvais. Les « mauvais »
spots sont généralement dus a la présence de poussiéres ou de sels résiduels. La valeur
absolue de l'intensité de marquage pour chaque fluorophore est donnée par la valeur moyenne
d’intensité dans le cercle entourant chaque « bon » spot. Chaque pixel peut présenter une valeur
arbitraire d'intensité comprise entre 0 et 65356. On obtient finalement pour chaque spot, donc
pour chaque EST, une valeur arbitraire d’'intensité pour les deux marquages, associée a chacun
des deux échantillons d’ADNc. Cette série de données est ensuite analysée grace aux outils
disponibles sur la base de données en ligne UPSC BASE (https://www.upscbase.db.umu.se/,
Sjodin et al. 2006).

5. Traitement des données

La valeur d’intensité obtenue pour chaque spot est d’abord corrigée par soustraction du
bruit de fond médian, puis I'ensemble des données est normalisé de fagon a réduire le poids des
erreurs systématiques et aléatoires non inhérentes a la variabilité du matériel biologique (step-
wise normalization) (Smyth & Speed 2003). Les valeurs d’intensité sont ensuite filtrées pour ne
conserver que les ESTs détectés sur 'ensemble des lames analysées. Notre étude a porté sur
trois lames, analysées en paralléle. Pour 'une d’entre elles, le marquage des échantillons ozone
et témoin avec les deux fluorophores Cy3 et Cy5 a été inversé (dye swap) de maniére a annuler

tout effet lié a d’éventuelles variations associées au marquage lui-méme.
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Significativité de I'expression différentielle

Figure A2.2. : Expression différentielle des 481 ESTs analysés dans les feuilles matures apres 35
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En abscisse, le log de base 2 du rapport d’expression ozone/témoin rend compte de I'expression
différentielle dans les échantillons issus des feuilles matures traitées. En ordonnée, la valeur de B
indique le niveau de significativité de la différence d’expression observée. Les numéros d’'accession
des ESTs considérés comme différentiellement exprimés a a = 0,05 sont indiqués. En gras, les ESTs
correspondant a la glutamine synthétase cytosolique (GS1).

Tableau A2.1.
EST différentiellement exprimées dans les feuilles matures aprés 35 jours de fumigation (ozone 100
ppb). Les intitulés des EST correspondent a des abréviations des annotations provenant de la base
de données UPSC BASE (www.upscbase.db.umu.se). Pour chaque EST, le facteur d’expression
différentielle (ED) et les valeurs associées de p et de B sont indiqués.

EST Annotation Facteur d’'ED p B

PU02286  Glutamine synthetase (cytosolic isoform) 7,05 0,010 2,94
c PU02870  Putative prefoldin 5,61 0,048 -0,83
9 PU04179  Glutamine synthetase (cytosolic isoform) 5,24 0,037 0,12
§ PU09990  L-ascorbate peroxidase 1b (APX1b) 517 0,037 0,01
S PU09187  Ribosomal protein L1 5,02 0,037 0,80
S Pu09230  Polyubiquitin (UBQ14) 453 0,037 -0,02
a PU12346  Polyubiquitin (UBQ10) (SEN3) SAG protein 4,35 0,046 -0,59

PU11468  ATPase, plasma membrane-type 4,23 0,048 -0,87

PU06295  RuBisCO small subunit 1A (RBCS-1A) (ATS1A) 4,18 0,037 -0,19
.5 PU00843  Expressed protein (ABA- or cold-induced protein) -36,69 0,037 -0,19
1 PU02852  DNA-binding family protein / remorin family protein -4,64 0,042 -0,40
g PU04897  Stress-responsive protein (similar to ethylene-inducible protein HEVER) -4,59 0,037 -0,19
& PU07325  Photosystem | reaction center subunit psakK -3,92 0,048 -0,87
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Ces étapes ont permis d'aboutir aux valeurs dintensité du marquage associé aux deux
fluorophores pour 481 ESTs sur les 13824 présents sur la lame. C’est a partir de ces valeurs que
sont identifiés les génes différentiellement exprimés dans les échantillons ozone en comparaison
aux témoins. Les ESTs analysés sont classés en terme d’expression différentielle en fonction de
la valeur de B associée au test statistique du méme nom (B-statistics, Smyth et al. 2003). Parmi
les ESTs les mieux classés, ceux dont la valeur de p associée au test t modéré correspondant

est inférieure a 0,05 sont considérés comme différentiellement exprimés (Smyth et al. 2003).

6. ldentification des genes différentiellement exprimés

L'expression différentielle des 481 ESTs analysés est illustrée sur la figure A2.2. En
abscisse, on trouve le log, du rapport entre l'intensité de marquage des échantillons provenant
des feuilles traitées et celle des échantillo ns témoins. Le signe du log, indique la nature de
I'expression différentielle (log, négatif = répression ; log, positif = surexpression) tandis que sa
valeur absolue rend compte de lintensité de I'expression différentielle (plus la valeur absolue du
log, est élevée, plus forte est la répression ou la surexpression). En ordonnée, la valeur de B
indique le niveau de significativité statistique des différences d’expression observées. Plus la
valeur de B pour un EST est élevée, plus la probabilité que cet EST soit différentiellement
exprimé dans I'échantillon ozone par rapport au témoin est grande. Les codes indiqués sur la
figure correspondent aux numéros d’accession des ESTs considérés comme différentiellement
exprimée au seuil de risque a = 0,5. Les annotations de ces ESTs sont données dans le tableau
A2.1. Parmi les ESTs potentiellement surexprimés, on note la présence de deux séquences
exprimées (PU02286 et PU04179) correspondant au géne codant pour l'isoforme cytosolique de
la glutamine synthétase (GS1) et surexprimés respectivement 5 et 7 fois. Parmi les autres ESTs
significativement surexprimés, on trouve des séquences relatives a une ascorbate peroxydase
(APX1), a la petite sous-unité de la rubisco, a deux ubiquitines (UBQ10 et UBQ14), a une
protéine ribosomale, a une protéine chaperonne (prefoldin) et a une ATPase membranaire. Les
ESTs réprimés correspondent a des genes codant pour une sous-unité du photosysteme |
(psakK), une protéine dite de stress, un facteur de transcription potentiel et une protéine similaire
a des protéines induites en réponse a I'ABA ou au froid. Cette derniére montre en réponse a

I'ozone une expression 36 fois plus faible que dans les échantillons témoins.

Le nombre réduit de lames étudiées et la variabilité technique rencontrée ont limité le
nombre d'ESTs pris en compte dans lanalyse et, par extension, celui des ESTs
différentiellement exprimés. Ces contraintes ont en effet entrainé 'augmentation du seuil de
significativité de I'expression différentielle des ESTs. Au final, seules des séquences dont

I'expression a été modifiée par un facteur supérieur a quatre ont pu étre retenues. Parmi ces
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ESTs, on note la présence de deux séquences relatives au géne codant pour la GS1 et qui

affichent une surexpression importante et statistiquement significative.
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Index des espéeces véqgétales citées

Nom commun francais

Arabette

Blé

Bouleau
Caroubier
Cerisier noir tardif
Chéne de Shumard
Chéne vert

Colza

Cotonnier

Epicéa commun
Erable & sucre
Erable rouge
Fétuque

Grande mauve
Haricot commun
Hétre

Mais

Navet

Olivier

Orge commune
Oseille

Pasteque

Pécher

Peuplier

Peuplier baumier
Peuplier blanc
Peuplier deltoide
Peuplier faux-tremble

Peuplier grisard

Peuplier hybride euraméricain

Peuplier hybride
interaméricain

Peuplier japonais
Peuplier noir
Peuplier tremble
Pin blanc

Pin d'alep

Nom binominal

Arabidopsis thaliana

Genre Triticum L.

Betula pendula L.

Ceratonia siliqua L.

Prunus serotina Ehrh.

Quercus shumardii Buckl.
Quercus ilex L.

Brassica napus L.

Genre Gossypium L.

Picea abies L.

Acer saccharum L.

Acer rubrum L.

Genre Festuca L.

Malva sylvestris

Phaseolus vulgaris L.

Fagus sylvatica L.

Zea mays L.

Brassica rapa L.

Olea europaea L.

Hordeum vulgare L.

Genre Rumex L.

Citrullus lanatus L.

Prunus persica (L.) Batsch
Genre Populus

Populus trichocarpa Torr. & A.Gray
Populus alba L.

Populus deltoides Bartr. ex Marsh.
Populus tremuloides Michx.
Populus canescens (Aiton) Smith
Croisement P. tremula x alba
Populus x canadensis Moench
Croisement P. deltoides x nigra

Populus trichocarpa x deltoides
Populus maximowiczii L.
Populus nigra L.

Populus tremula L.

Pinus strobus L.

Pinus halepensis L.

Famille

Brassicacées
Poacées
Bétulacées
Fabacées
Rosacées
Fabacées
Fabacées
Brassicacées
Malvacées
Pinacées
Sapindacées
Sapindacées
Poacées
Malvacées
Fabacées
Fagacées
Poacées
Brassicacées
Oléacées
Poacées
Polygonacées
Cucurbitacée
Rosacées
Salicacées
Salicacées
Salicacées
Salicacées
Salicacées
Salicacées

Salicacées

Salicacées
Salicacées
Salicacées
Salicacées
Pinacées
Pinacées

ANNEXE 3

Nom commun
anglais
Rockress
Wheat

Birch

Carob tree
American cherry
Shumard's oak
Holm oak

Rape

Cotton

Norway spruce
Sugar mapple
Red mapple
Fescue
Common mallow
Bean

Beech

Maize

Turnip

Olive tree
Barley

Sorrel (ou dock)
Watermelon
Peach

Poplar

Black cottonwood
White poplar
Eastern cottonwood
Quaking aspen
Grey poplar

Hybrid Black Poplar

Hybrid poplar
Japanese poplar
Black poplar
Aspen

White pine
Aleppo pine
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Nom commun francais

Pin jaune

Pin loblolly

Pin sylvestre
Pomme de terre
Potiron

Radis

Riz

Sapin de Douglas
Séquoia géant
Soja

Tabac

Tomate

Tulipier

Nom binominal

Pinus ponderosa C. Lawson
Pinus taeda L.

Pinus sylvestris L.

Solanum tuberosum L.
Cucurbita maxima Duch.
Raphanus sativus L.

Oryza sativa L.

Genre Pseudotsuga Carr.
Sequoiadendron giganteum (Lindl.)
J.Buch.

Glycine max L.

Genre Nicotiana L.
Solanum lycopersicum L.
Liriodendron tulipifera L.

Famille

Pinacées
Pinacées
Pinacées
Solanacées
Cucurbitacée
Brassicacées
Poacées
Pinacées

Cupressacées

Fabacées
Solanacées
Solanacées
Magnoliacées

Nom commun
anglais
Ponderosa pine
Loblolly pine
Scots pine
Potato

Winter squash
Radish

Rice

Douglas fir
Giant sequoia
Soybean
Tobacco

Tomato
Yellow poplar
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ANNEXE 4

Liste des publications

Ozone-induced changes in photosynthesis and photorespiration of hybrid poplar in
relation to the developmental stage of the leaves.

Bagard M., Delacote E., Hasenfratz-Sauder M.-P., Le Thiec D., Banvoy J., Dizengremel P. &
Jolivet Y.

(soumise ) Tree physiology

A DIGE analysis of developing poplar leaves subjected to ozone reveals major changes in
carbon metabolism.
Bohler S., Bagard M., Oufir M., Planchon S., Hoffmann L., Jolivet Y., Hausman J.-F.

Dizengremel P. & Renaut, J.

(2007) Proteomics, 7 (10): 1584-1599.

Ozone risk assessment for plants: central role of metabolism-dependent changes in
reducing power.

Dizengremel, P., Le Thiec, D., Bagard, M. & Jolivet, Y.

(sous presse ) Environmental Pollution.
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Impact de 1’ozone sur les processus photosynthétiques et photorespiratoires du peuplier
(Populus x canescens [Aiton] Sm.) au cours du développement foliaire.
Aspects écophysiologiques et cellulaires.

Résumé : L'ozone est aujourd’hui considéré comme le premier polluant atmosphérique en termes de
phytotoxicité. Bien que ses effets sur le métabolisme des arbres forestiers soient documentés, la réponse de
la photorespiration et la relation entre le développement des feuilles et leur sensibilité a 1'ozone restent
méconnues. Afin d’étudier ces aspects, de jeunes plants de peuplier (Populus x canescens [Aiton] Sm.) ont
été soumis en chambres de fumigation a une concentration de 120 ppb en ozone pendant 35 jours. Les
arbres traités ont montré des symptdmes foliaires (nécrose, chlorose et abscission précoce) ainsi qu'une
réduction de la croissance radiale de la tige. Ces effets ont été accompagnés d'une diminution importante
de la capacité photosynthétique (A, ®rsi) des feuilles matures, provenant de l'altération de la capacité de
fixation du CO: par la rubisco (Vemax et activité in vitro) et de la photochimie (chlorophylles, Fv/Fm). Dans ces
feuilles, I’exposition a I’ozone a provoqué une réduction importante de I'activité photorespiratoire in vivo et
de l'activité glycolate oxydase, suggérant une inhibition coordonnée de la photosynthese et de la
photorespiration due a la réduction de la capacité rubisco. Dans ce contexte, 'absence d’effet sur la sous-
unité H de la glycine décarboxylase et la stimulation de 'activité glutamine synthétase, deux enzymes
pourtant liées a la photorespiration, suggerent une modification de leur role en réponse a 1'ozone. Par
ailleurs, une stimulation de la respiration mitochondriale et de I’activité phosphénolpyruvate carboxylase
est induite par l'ozone et pourrait répondre a une demande accrue en pouvoir réducteur due a la
mobilisation du systéme antioxydant. Le fait qu’aucun des parametres étudiés n’ait été modifié par 1’ozone
dans les feuilles en phase précoce d’expansion indique que la sensibilité a 1'ozone apparait au cours du
développement foliaire, vraisemblablement au moment de la transition puits/source.

Mots clés: peuplier; ozone; flux stomatique d’ozone ; développement foliaire; photosynthese;
photorespiration; rubisco; phosphoénolpyruvate carboxylase; glycine décarboxylase; glutamine
synthétase.

Ecophysiological and cellular aspects of ozone-induced changes in photosynthesis and
photorespiration of hybrid poplar (Populus x canescens [Aiton] Sm.) during leaf development.

Abstract: Ozone is considered the most important phytotoxic air pollutant and has well known effects on
the metabolism of forest trees. However, the role of leaf development in ozone sensitivity remains unclear.
In addition, the photorespiratory pathway has been scarcely investigated under ozone stress. To provide
new insights into these issues, young poplar trees (Populus x canescens [Aiton] Sm.) were subjected to 120
ppb of ozone for 35 days in phytotronic chambers. Treated trees displayed foliar symptoms of injury
(necrotic spots, chlorosis and precocious leaf senescence) and a reduced stem radial growth. In mature
leaves, ozone reduced photosynthesis (A, ®rsn) by impairing CO: fixation, mainly at the level of rubisco
(Vemax and in vitro activity). Photochemistry was also affected as shown by reduced chlorophyll content and
Fv/Fm ratio. The rate of in vivo photorespiration and glycolate oxidase activity were reduced along with
photosynthetic parameters, suggesting that photosynthesis and photorespiration were both inhibited by
the ozone-induced impairment of rubisco. The amount of the H subunit of the glycine decarboxylase and
total glutamine synthetase activity were respectively maintained and stimulated. As both enzymes are
related to photorespiration, a potential shift in their metabolic involvement could have occurred under
ozone stress. In addition, treated leaves showed a stimulation of mitochondrial respiration and
phosphoenolpyruvate carboxylase activity which could be related to a higher demand for reducing power
to sustain detoxification processes. As none of the parameters were modified by ozone in expanding
leaves, ozone sensitivity may appear during leaf development, possibly when developing leaves undergo
sink/source transition.

Keywords: poplar; ozone; stomatal ozone uptake; leaf development; photosynthesis; photorespiration;
rubisco; phosphoenolpyruvate carboxylase; glycine decarboxylase; glutamine synthetase.





