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Nous avons étudié l'effet du polluant gazeux, l'ozone, sur l'activité
photosynthétique de 1'érable a sucre (Acer saccharum Marsh.) a l'aide
de deux méthodes complémentaires: la spectroscopie photoacoustique

et la spectroscopie de fluorescence.

Pour atteindre notre objectif, nous avons utilisé deux groupes de
plantes d'érable d'ages différents: des sauvageons de cinqg (5) a sept
(7) ans et des semis de quatre (4) mois. Les lots de sauvageons ont
subi des fumigations répétées aux concentrations de 0,1, 0,3 et 0,5
ppm pendant dix semaines a raison de deux fumigations de sept
heures chacune par semaine. Dans le cas des semis, nous avons utilisé
les concentrations 0,1 et 0,5 ppm d'ozone et la période totale de leur
exposition au polluant était de 70 heures toujours a raison de deux
fumigations de 7 heures chacune par semaine. L'activité
photosynthétique des plantes a ¢été exprimée en terme
d'emmagasinage d'énergie photosynthétique, d'amplitude d'oxygeéne
normalisée, d'indice de vitalité qui représente le taux de décroissance
relative de la fluorescence dans le temps ainsi que le rapport de la
fluorescence chlorophyllienne qui nous a permis de suivre les

variations de la densité chlorophyllienne au cours des traitements.
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Les deux premiers parametres ont €té mesurés avec la spectroscopie
photoacoustique tandis que la technique de fluorescence nous a servi

pour mesurer les autres parametres.

Dans le cas des sauvageons, les résultats obtenus ont révélé que
I'emmagasinage d'énergie photochimique est demeuré semblable aussi
bien pour les lots trait€és que pour le lot contréle. Par contre, le signal
d'oxygeéne normalisé par rapport au signal thermique accuse une
diminution dans le temps pour tous les groupes de plantes. Cette
baisse est attribuée a une hausse plus importante dans le parametre
thermique. L'indice de vitalit¢ de la plante montre également une
diminution graduelle au cours des expériences pour tous les lots et la
densité chlorophyllienne n'a pas beaucoup changé dans le temps.
Conséquemment, la photosynthése des sauvageons d'érable a sucre n'a

pas été affectée par les effets de l'ozone.

Concernant les semis, les parametres mesurés ont montré une
baisse pour les plantes trait€ées par rapport au contrdle.
L'emmagasinage d'énergie photochimique a été réduit de 30% chez les
lots qui ont subi des fumigations en les comparant au contrdle.
L'amplitude d'oxygéne normalisée a également €t€ réduite mais sans
montrer un effet significatif par rapport aux plantes de contréle. Les
valeurs des parametres mesurés avec la spectroscopie de fluorescence
ont diminué graduellement dans le temps chez les lots traités. Les

résultats de cette étude nous permettent d'affirmer que les
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sauvageons d'érable a sucre sont résistants a l'action de l'ozone alors

que les semis sont plus sensibles.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION
1.1 Phe . | lépéri

Tout d'abord, il nous faut signaler que le dépérissement des foréts
est un sérieux probléme qui préoccupe vivement de nombreux chercheurs
et différents paliers gouvernementaux, que ce soit en Europe occidentale

ou en Amérique du nord.

Le phénoméne du dépérissement des foréts, précisons-le, ne doit pas
étre confondu avec la mort des arbres qui découlerait d'une cause connue
et bien identifiée (maladie ou tout autre facteur adverse naturel). C'est un
concept qui a été développé par les pathologistes forestiers pour
caractériser et expliquer la perte progressive de vigueur et la
détérioration de la santé des arbres dans les cas ou aucune cause
normalement associée aux maladies biotiques ou abiotiques ne peut seule

expliquer les effets observés (Dessureault,1986).

Dans certains cas, le dépérissement serait un phénomeéne périodique

qui améne un réajustement normal dans un écosysteme essentiellement



stable a long terme (Dessureault, 1985). Alors que dans d'autres cas, il
s'agit d'un déséquilibre précurseur d'une dégradation progressive de

I'écosysteme.

1.1.1 Etat de la situation

Le phénomeéne du dépérissement des foréts se retrouve un peu
partout a travers le monde tant au Québec qu'a l'échelle internationale. Ce
n'est pas un phénomene nouveau puisque des cas de dépérissements sont
rapportés depuis au moins 200 ans en Europe (Carrier, 1986, Dessureault,
1986) et un peu moins de 100 ans en Amérique du nord (Dessureault,

op.cit).

Cependant les cas récents sont peu comparables avec ceux de jadis.
En effet, dans le cas du dépérissement actuel, plusieurs faits demeurent
préoccupants tels que l'ampleur du phénoméne, le nombre d'espéces
touchées et l'intensité du dépérissement (Carrier, 1986, Gagnon et al.,
1990). A titre d'exemple, la superficie affectée, qui au début des années
80 semblait limitée a la région des Appalaches, couvre maintenant la

quasi-totalité de la région feuillue du Québec (Gagnon et Roy, 1989).

Carrier (1986) et Dessureault (1986) ont cité quelques cas de
dépérissement en Europe; il y a le dépérissement du sapin en Allemagne
depuis les années 1700, le dépérissement du pin sylvestre en Allemagne
de l'est et a l'ouest de la Russie au début des années 1970. Concernant
I'Allemagne de l'ouest, Gagnon (1987) a souligné que la superficie touchée

en 1984 était de l'ordre de 3,7 millions d'hectare, soit la moitié de la



superficie forestiere du pays. Quant a Dessureault (1986), il a rapporté
I'existence des épisodes de dépérissement en France qui touchent le pin
maritime depuis le début des années 1980 et il a signalé qu'en Suisse, on
estime que 40% de la forét dépérit. En Amérique du nord, depuis le début
du sigcle, plusieurs essences ont été affectées par ce phénomeéne. A titre
d'exemple, mentionnons le dépérissement du chéne dans plusieurs régions
des Etats-Unis depuis le début du siécle, de l'érable a sucre surtout en
milieu urbain vers les années 1910 et a nouveau vers les années 30, de
I'épinette rouge et du sapin baumier dans le nord-est des Etats-Unis

depuis le début des années 1980.

Au Canada, le dépérissement des érablieres a été observé en Ontario
vers la fin des années 1950 (Griffin, 1965). Ce phénoméne a ensuite pris
de l'ampleur dans les érablieres du nord-est de ['Ontario depuis quelques

années (McLaughlin et al., 1985).

Le Québec n'a pas échappé a ce phénomene. Ainsi, il a connu le
dépérissement du bouleau a papier, du bouleau jaune de 1930 a 1955, du
fréne noir a partir de 1927, de méme que de l'érable a sucre dans la
région de la Beauce de 1933 a 1943, le dépérissement de plusieurs especes
de chéne et du hétre a grandes feuilles depuis 1983 dans l'outaouais

(Dessureault,1986).



1.1.2 Dénéri | srablid Quél

Pormeleau (1944) a signalé un seul cas de dépérissement des
érablieres a sucre au Québec. En effet, il avait observé un dépérissement
important dans certaines érablieres du comté de la Beauce en 1934,
Cependant, ce n'est que vers la fin des années 1970 que ce phénomeéne a
pris de l'ampleur au Québec et plus particulierement dans les régions des

Appalaches (Bordeleau, 1986, Des Granges et al., 1987, Gagnon, 1987).

Gagnon (1987) a souligné que la superficie atteinte des érablieres du
Québec était de 24 000 km?2 en 1986. Il a en sus rapporté que l'incidence,
c'est-a-dire le nombre d'arbres affectés, est passée de 71,2% en 1984 a
74,4% en 1985 et a 81,0% en 1986 dans la région de la Beauce et des Bois-
Francs. Durant la méme période, la sévérité, c'est-a-dire le pourcentage de
feuillage manquant, est passée de 21,0% a 28,3% alors qu'en 1989, Gagnon

et al. (1990) ont noté une stabilité.

Ce sont des producteurs acéricoles qui ont d'abord manifesté leur
inquiétude apreés avoir observé que les érables séchaient sans raison
apparente dans leurs érablieres. Comme conséquence, il y a eu une baisse
de la production acéricole exprimée sous forme de sirop. D'une production
de 13 460 kl, qu'elle était en 1981, on est passé a 9 275 kl en 1986
(Renaud et Allard, 1987).

Devant ce phénoméne du dépérissement de l'érable a sucre qui a

mis en péril une industrie de 40 millions de dollars ainsi qu'un mode de



vie de plus de 10 000 producteurs de sirop d'érable (Hendershot et Jones,
1989), les intervenants québécois qui, préoccupés par ce probléme depuis
1980, ont réagi en faisant des enquétes et en subventionnant des centres

de recherche pour étudier ce phénomeéne.

1.1.3 Causes du dépérissement

De nombreux chercheurs (Dessureault, 1985, Lachance, 1985,
Manion, 1981, 1985 a et b, Mcllveen et al., 1986, McLaughlin, 1985, Smith,
1991) associent plusieurs causes abiotiques et biotiques au phénomene du
dépérissement sans qu'aucune, prise individuellement, ne soit suffisante
pour expliquer les effets observés. D'aprés Dessureault (1985), ces causes
agissent de fagon consécutive ou concomitante et leurs effets cumulatifs
provoquent un affaiblissement graduel et méme la mort de l'arbre. Ceci
peut expliquer pourquoi l'approéhe traditionnelle de la phytopathologie,
qui consiste a chercher une relation de cause a effet entre une maladie et
un agent causal, est demeuré infructueuse face au dépérissement. Quant a
Roy et al. (1985), ils ont appuyé l'opinion qui veut que le dépérissement
implique plusieurs facteurs apres avoir constaté que l'étude d'un seul

facteur révele des effets trés variés a l'intérieur de chaque érabliere.

Pour nous renseigner sur les facteurs impliqués dans le
dépérissement, nous avons jugé utile de présenter le modele conceptuel de
Manion, de donner un exemple de cas-type des érablieres et citer par la

suite quelques hypothéses qui ont été avancées dans le milieu scientifique.



1.1.3.1 Modéle conceptuel de Manion

Selon le modéle de Manion (1985 a et b, 1981), le dépérissement est
considéré comme une nouvelle maladie qui résulte de l'interaction d'un
ensemble de causes physiques et biotiques. Notons que ce modele a été
proposé par Sinclair (1964), par Houston (1981) et repris par Manion

(1981). Trois étapes sont distinguées dans ce modele (fig. 1):

- FEtape des facteurs prédisposants: parmi ces principaux facteurs, on
retrouve les variations climatiques a long terme, le type génétique de
I'h6te, les polluants atmosphériques, la qualité nutritive du sol, l'dge de
I'arbre, le régime hydrique, la compétition et les infections virales.
Mentionnons que ces facteurs provoquent un affaiblissement chronique

de l'arbre et les effets se manifestent 3 long terme.

- Etape des facteurs incitants: les facteurs dans cette étape sont les
insectes défoliateurs, la sécheresse, le gel, les sels de déglacage, les
polluants atmosphériques et les blessures mécaniques. Dans ce cas, il
s'agit de causes temporaires et accidentelles qui imposent un stress de
courte durée mais relativement intense, dont les effets sur l'arbre sont

plus marqués qu'a |'étape précédente.
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Figure 1 : Les catégories de facteurs impliqués dans
le dépérissement des foréts (Manion, 1981).



- Etape des facteurs contribuants: il s'agit surtout d'organismes
secondaires tels les champignons du chancre, champignons des racines,
virus et les insectes de l'écorce. Ces organismes profitent de 1'état de
faiblesse de l'arbre pour l'envahir et le faire mourir si les autres causes

de stress persistent longtemps.

D'aprés Dessureault (1985), ces trois étapes se succéderaient dans le
temps en relation avec trois niveaux de stress dont les effets seraient
cumulatifs. Une ou plusieurs causes spécifiques et interchangeables sont
associées a chaque étape. Une fois le processus enclenché, l'arbre devient
plus vulnérable aux stress de Il'étape suivante et le dépérissement se

manifeste de plus en plus jusqu'd entrainer la mort de l'arbre.

1.1.3.2 -ty érablie

Plusieurs études (Bernier et Brazeau,1986, Carrier, 1986, Gagnon,
1988, Gagnon et al., 1986, Hendershot et Jones, 1989) au Canada ont
permis de conclure que la pollution atmosphérique, seule ou de concert
avec d'autres stress, joue un rdle important dans le dépérissement des
érablieres. Selon Gagnon (1988) et Gagnon et al. (1986), les précipitations
acides sont considérées comme un élément principal qui cause des
perturbations du cycle nutritif 2 cause des baisses de pH dans le sol et la
diminution de la qualité d'éléments nutritifs disponibles. Gagnon (1988)
consideére aussi que l'interaction entre les divers polluants humides, secs et
gazeux tels que le SO2, O3 ou les métaux lourds, peut étre envisagée
comme principal facteur incitant responsable du déclenchement du

dépérissement.



Notons qu'il existe d'autres facteurs qui ont été soupgonnés d'avoir
joué un roéle dans le dépérissement des érablieres. Parmi ces facteurs,
nous pouvons citer les effets climatiques défavorables tels que le peu de
neige au sol au cours des hivers 1980-81 et 82 (Roy et al., 1985, Lachance,
1985), la période de dégel survenue en février 1981 (Gagnon et al., 1986,
Roy et al.,, 1985) qui a pu endommager le systeme racinaire (Lachance,
1985) et la période de sécheresse de 1'été 1982 et 1983 (Roy et al., 1985,
Gagnon et al., 1986). De plus, les épidémies séveres d'insectes (Des-
Granges et al.,1987, Gagnon et al., 1986, Hendershot et Jones, 1989) et les
déficits nﬁtritifs (Hendershot et Jones, 1989, Ouimet, 1990, Carrier, 1986)
sont considérés parmi les facteurs qui ont pu causer des stress dans les

érablieres.

Toutefois, les facteurs mentionnés ci-dessus n'expliquent pas a eux
seuls l'ampleur du dépérissement. Comme en témoigne le modele de
Manion, ils peuvent contribuer a accélérer ce phénomeéne en causant des

effets successifs et synergiques.

1.1.3.3 Hypotheses

Plusieurs scénarios-hypothéses ont été avancés sur les différentes

causes du dépérissement, parmi lesquelles nous pouvons citer:
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L'hypothése des précipitations acides: les précipitations acides sont
soup¢onnées de provoquer une augmentation de l'acidité du sol qui
découle du dépdt des polluants atmosphériques comme le SOz et NO2 sous
forme séche ou humide (H2SO4 et HoNO3) et une toxicité liée a la présence
de quantités importantes d'aluminium dans les solutions du sol (Ultrich,

1981, McLaughlin, 1985).

L'hypothése de la déficience en magnésium: cette déficience est
causée par le lessivage des feuilles par les pluies acides (McLaughlin,
1985). Notons que le magnésium est essentiel a la synthése des pigments

chlorophylliens.

L'hypothése des polluants gazeux: parmi ces polluants, on a l'ozone
qui a été avancé par Prinz et al. (1982) pour expliquer [l'apparition
brusque de la chlorose foliaire dans plusieurs régions en 1981. Dans la
section 2.3 nous donnerons plus d'informations sur ses sources et ses

effets sur la végétation.

L'hypothése du stress général: cette hypothése considére que la
réduction de la capacité photosynthétique induite par les polluants gazeux

au niveau foliaire est la cause principale de ce stress général (McLaughlin,

1985).
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1.1.4 0 épé

Le mécanisme du dépérissement ameéne des symptomes qui lui

sont propres et qui le différencient des autres maladies abiotiques et

biotiques. D’aprés les écrits de Carrier (1986), Fortier (1988), Gagnon
(1987), Gagnon et al. (1986), Griffin (1965), Renaud et Allard (1987), nous

avons pu identifier des symptomes du dépérissement des arbres (plus

particuliérement pour l'ensemble des feuillus, tel l'érable a sucre, touchés

par ce phénomene) qui sont:

la mortalité des ramilles du pourtour de la cime puis des rameaux et
des branches principales. Ce symptome évolue toujours de l'extérieur
vers lintérieur de la cime. A un stade trés avancé, la pénétration du
soleil sur le tronc de l'arbre provoque le débourrement de bourgeons

adventifs et donne a l'arbre dépérissant une forme en "nid de corbeau”.

I'apparition de la chlorose et de nécrose des feuilles.

le ralentissement de la croissance des branches tertiaires qui se
visualise par le regroupement des feuilles sous forme de paquets plus
ou moins isolés. Ce ralentissement de croissance se traduit également
par une diminution de la vitesse de cicatrisation des entailles et du taux

de croissance en diameétre.

la coloration automnale de 1'écorce, initialement sur les rameaux, puis
sur les grosses branches et, finalement, sur le tronc des arbres

mourants.
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De plus, l'ouverture du couvert forestier provoquée par la perte du
feuillage et la mort des arbres favorise le développement et la croissance
des espéces herbacées, arbustives et arborescentes qui forment le sous-

bois.

1.1.5 Méthodes utjlisées pour diagnostiquer Le
{6péri

Plusieurs méthodes sont utilisées pour estimer et faire l'inventaire
des dégits entrainés par ce phénomene. A titre d'exemple, nous pouvons
citer celle basée presqu'exclusivement sur l'appréciation visuelle de la
perte d'aiguilles des arbres. D'aprées Garrec et al. (1988), c'est une
méthode subjective, souvent peu précise et donne des résultats non
homogeénes. 1l existe aussi des test physiologiques, mais il ne permettent
pratiquement pas un diagnostic précoce du dépérissement (Garrec et al.,

1988).

On peut citer d'autres exemples de méthodes comme la photographie
aérienne (Ciesla, 1989), la télédétection spatiale (Carignan, 1989),
I'utilisation de lasers (Chappelle et al.,1989), [l'utilisation de plantes
bioindicatrices (Garrec et Rose, 1988), etc., mais chacune d'elles peut
présenter des avantages autant que des inconvénients. Quant a la
spectroscopie photoacoustique, elle permet de mettre en évidence des
dommages causés a la photosynthése dans des conditions ou aucun dégit
n'est visible & l'oeil nu et s'avére utile en tant qu'outil de quantification et

de diagnostic précoce du dépérissement.
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Soulignons que la spectroscopie de fluorescence est aussi utilisée
pour ¢€tudier les effets de stress sur la végétation (Lichtenthaler et

Rinderle, 1988).

Dans le chapitre II, nous donnerons plus d'informations sur ces deux

méthodes spectroscopiques.

1.2 OQObjectif du travail

Dans le présent projet qui s'inscrit dans le cadre des recherches sur
le dépérissement des foréts, nous avons examiné le r1d6le individuel que
peut jouer un des polluants gazeux dans ce phénomeéne bien que ce
dernier semble étre causé par l'action synergique de plusieurs facteurs de
stress incluant l'ozone. Plus précisément, nous avons étudié l'effet a long
terme du photooxydant: ozone, sur l'activité photosynthétique de l'érable a

sucre (Acer saccharum Marsh.).

Pour atteindre cet objectif, deux méthodes complémentaires sont
utilisées: la spectroscopie photoacoustique et la spectroscopie de
fluorescence. Ce sont deux méthodes sensibles, rapides et capables de
mesurer de fagon quantitative et objective l'impact toxicologique que
pourrait avoir ce polluant gazeux. La spectroscopie photoacoustique
permet de déceler lesdits dommages, si dommages il y a, causés a la
photosyntheése dans des conditions ou aucun dégidt n'est visible a l'oeil nu,
autrement dit, elle permet de faire un diagnostic précoce du
dépérissement. Cette méthode nous permet de mesurer directement sur la

feuille, le degré de son activité photosynthétique exprimée en
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emmagasinage d'énergie photochimique, c'est-a-dire la quantité d'énergie

que la feuille utilise pour sa photosynthése et en dégagement d'oxygéene.

La spectroscopie de fluorescence est considérée aussi comme un
outil de diagnostic précoce de dépérissement. Elle permet de mesurer
également la photosynthése de la feuille exprimée en terme de Rgq,
rapport de décroissance de fluorescence, Fq, et de lintensité de la
fluorescence a I1'état stationnaire, Fs, (Rfgg=F4/Fs) correspondant a 1la
fluorescence du photosysteme II impliqué directement dans la production
de l'oxygene. Cette méthode spectroscopique nous a permis €galement de
suivre 1'évolution de la densité chlorophyllienne dans le temps sous l'effet

de l'ozone.



CHAPITRE 1I

pl

REVUE DE LITTERATURE

2.1 Spectroscopie photoacoustique

L'effet photoacoustique a été observé pour la premieére fois en 1880
par Alexander Graham Bell (1880) au cours de ses expériences de
télécommunication. Il a découvert qu'un faisceau de lumiére modulée,
d'une fréquence f, crée, dans un solide absorbant, un échauffement
périodique de méme fréquence. Cet échauffement produit des vibrations
sonores par dilatation du gaz. Bell démontra que la nature des rayons
produisant cet effet sonore dans diverses substances dépendait de la
nature des substances exposées au faisceau lumineux et que, pour chaque
substance, les sons détectés étaient dus a l'absorption de 1'énergie
électromagnétique. Il constata que les signaux les plus intenses
provenaient de substances poreuses, sombres et spongieuses. Motivés par
les découvertes de Bell, Tyndall (1881) et Roentgen (1881) ont démontré
I'existence du méme phénoméne directement dans les fluides alors que
Mercadier (1881) mena ses manipulations sur les solides, les liquides et

les gaz.

Ces travaux préliminaires furent oubliés pendant plusieurs dizaines

d'années jusqu'a ce que vint la découverte du microphone qui permit de
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détecter le signal photoacoustique. Vers le début des années 30, des
observations de la détection photoacoustique d'un gaz ont €été faites par
Pfund (1939) et Viengerov (1938). En 1938, Viengerov a utilisé l'effet
photoacoustique pour étudier l'absorption de la lumiére infrarouge dans
les gaz pour pouvoir ainsi évaluer les concentrations d'espéces gazeuses
d'un mélange. En 1946, Gorelik fut le premier a proposer que la mesure
de la phase du signal photoacoustique pouvait étre utilisée pour examiner
la vitesse du transfert d'énergie entre les niveaux vibrationels et

translationnels des molécules gazeuses.

Concernant l'effet photoacoustique dans les solides, ce n'est que vers
le début des années 70 qu'il a été redécouvert. Parker (1973) fut le
premier qui a développé un modele théorique de l'effet photoacoustique.
Ce modele traitait le transfert de chaleur dans I'échantillon comme un
processus de diffusion simple tandis que les phénomeénes apparaissant
dans le gaz coupleur étaient décrits par les équations de 1'hydrodynamique
et de la diffusion. Cependant, la théorie la plus utilisée jusqu'a nos jours
est celle élaborée par Rosencwaig et Gersho (1976). Leur théorie est basée
sur l'hypothése que la source primaire du signal photoacoustique provient
du débit périodique de chaleur du solide au gaz environnant. Les théories

plus récentes s'y rapportent continuellement.

La technique de spectroscopie photoacoustique a permis d'obtenir

des spectres d'échantillons opaques (solides et liquides) dans un large
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domaine de longueurs d'ondes (ultra-violet, visible et proche infrarouge).
Le premier spectre photoacoustique obtenu avec du matériel biologique a
€té décrit en 1973 par Harshbarger et Robin. L'étude des parametres

photosynthétiques a ét€ débutée par Cahen et ses collaborateurs en 1978.

Au cours des prochaines lignes, nous allons rappeler le principe de
base de la spectroscopie photoacoustique, ensuite présenter le modele
théorique de Rosencwaig et Gersho (1976). Nous nous limiterons a

expliquer l'application de cette technique dans 1'étude des parametres

photosynthétiques.
2.1.1 Principe de base de la spectroscopie
photoacoustique

L'effet photoacoustique découvert par Bell peut étre décrit
phénoménologiquement de maniére assez simple: quand une substance
absorbe de 1'énergie lumineuse, toute cette énergie est convertie en
chaleur en l'absence de réactions photochimiques et de luminescence.
Autrement dit, la spectroscopie photoacoustique consiste a exciter un
€chantillon contenu dans une cellule hermétique fermée, avec un faisceau
de lumieére monochromatique modulée. L'échantillon est ensuite soumis a
I'absorption de la lumiére et a la désactivation thermique. Ce cycle induit
le réchauffement et le refroidissement du gaz en contact avec la surface de
I'échantillon. L'échauffement produit une variation périodique de la
pression dont la fréquence est égale a la fréquence de modulation du

rayonnement incident. Cette variation de pression donne naissance a un
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signal acoustique mesuré par un microphone trés sensible qui génére les
signaux électriques correspondants a des longueurs d'onde données. Selon
Poulet et al. (1980), les caractéristiques de ce signal, amplitude et
déphasage par rapport a la lumiére incidente, sont dépendantes en
particulier des propriét€s optiques et thermiques du corps considéré et de

la fréquence de modulation de la lumiére.

2.1.2 Modele de Rosencwaig et Gersho

Toute radiation absorbée par un solide est convertie, partiellement
ou totalement, en chaleur par le processus de désexcitation non radiative.
Rosencwaig et Gersho formulérent un modele unidimensionnel du flux de
chaleur dans la cellule résultant de I'énergie lumineuse absorbée. Les
auteurs consideérent une cellule photoacoustique cylindrique (fig. 2) de
diameétre D et de longueur L. L'échantillon, ayant la forme d'un disque ou
cylindre de diameétre D et d'épaisseur |, repose sur un matériel de support
d'épaisseur (lp). Signalons que ce dernier constitue un conducteur
thermique pauvre. Enfin, I'épaisseur de la colonne de gaz (Ig) est donnée

par l'expression:

o= L -1 -1y (1)

Nous supposons une source lumineuse monochromatique modulée

avec une longueur d'onde incidente A sur le solide, l'intensité I est donnée

par la relation:



Matériel de

support
\ Echantillon Fenétre
P
3
< {e—— Lumiere
Gaz g E incidente
P
o] ——

Figure 2 : Schéma de I'intérieur d'une celiuie photoacoustique cylindrique
(Adams, 1982).
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I = %—Io (1 + cosmt)

(2)
Io : flux lumineux incident (W m-2)
o : fréquence angulaire (r s-1)
t : temps (s)

Soit B, le coefficient d'absorption optique (cm-1) de I'échantillon pour

la longueur d'onde A; la densité de chaleur produite a n'importe quel point

x due a la lumiére absorbée en ce point est donnée par la relation qui suit:

1 B x
2]310e (1 + cosmt) 3)

Par la suite en tenant compte de la distribution de la source de
chaleur, les équations de diffusion thermique pour le solide, le matériel de
support et le gaz sont respectivement établies comme suit:

2
T _ 1 IT AeB"[l + e(i“*)] ,pour -1 <x<0

0x2 Os ot (4)

% =i% , pour (I + |b)SXS-| (5)
g% = ong aa—'-f ,pour 0 <x<lg

(6)
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~

ol :

T : correspond a la température.

i: correspond a ¥-1

A: correspond a Blo T]/ij

n : facteur d'efficacité de la conversion thermique de la lumiére
absorbée a une longueur donnée.

B: coefficient d'absorption optique (cm1) .

0 = M ¢ :diffusivité thermique du matériel j (cm?s71).

Kj : conductivité thermique du matériel j (cal cm-! s-1 °C-1).

pj : densité du matériel j (g cm-3 )

Cj : chaleur spécifique du matériel j (cal g m-1 °C-1).

Notons que j peut étre remplacé par les lettres s, b et g

respectivement pour le solide , le matériel et le gaz.

La résolution du systéme d'équations de transfert thermique en
appliquant les conditions limites appropriées permet de déterminer la
variation de la température périodique dans toute la cellule

photoacoustique. On obtient ainsi l'expression suivante:

Tg(x,t) = 0exp(-OgXx + i0t) (7)

ou 6 correspond a l'amplitude complexe de la température périodique a la

frontiere gaz-échantillon (x=0) et est donnée par la formule ci-aprés:
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f-1)pp+1)e ) - f+1)fo-1)eo) + 2fb-r)eh

I
0 = _ Bl © ) _ _ - =)
g+ 1)b+1)e 1 1)e

o b+ e - - 11p-1)
Ou:

_ k
b = bab/kss

_ koa
g = g‘%/ksas

Gg=(1+i)ag

En prenant la partie réelle de I'équation (8), on obtient la variation
de la température physique actuelle dans le gaz qui est donnée par

I'expression:
Tg(x,t) = exp(-ag x)[0; cos (ot - ag x) — 8, sin (ot - agx )| 9)

Ou:
ag = (’);2(1 g ©st le coefficient de diffusion thermique du gaz (cm1).

01 et 62 sont les parties réelles et imaginaires de 6 donné par 1'équation

Ensuite, en utilisant 1'équation des gaz parfaits, on peut alors
déterminer la déplacement Jdx(t) du piston de gaz did a la variation
périodique de la température Tg(x,t). Ce déplacement est donné par

I'expression :
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ox(t) = 0 Hg exp [i (co t- i—nﬂ

Y2 To (10)

Ou T, est la somme de la température ambiante et de la composante de la
température a la surface solide.

=1
Hg ag

ol Ug est la longueur de diffusion thermique du gaz (cm).

Par la suite, Rosencwaig et Gersho consideérent que le reste du gaz
répond de fagon adiabatique a I'action du piston d'air exercée par une
mince pellicule de gaz d'épaisseur dx. Ainsi 1'équation des gaz

adiabatiques est la suivante:

PV'=cte (11)
Ou
P : pression
V : volume du gaz dans la cellule

Y : rapport des chaleurs spécifiques (y= Cp/Cy).
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De l'équation 11, on peut déduire la variation de pression qui est

donnée par la formule suivante:

8Ht}=&.av=ﬂ.8x(t)
Vo g (12)

En remplagant & (x) par son expression, on obtient:

OP(t) = Q exp [i (‘D t‘i“ﬂ (13)

Avec
Y Py O

ﬁlg ag To (14)

Q=

La variation de pression physique actuelle, A P(t), est donnée par la

partie réelle de 8P(t), d'ou:

AP(t)§Q1COS(OJt-iTt) -stm(mt-in) (15)

Ou Q; et Q, sont les parties réelles et imaginaires de Q. En combinant les
équations 8 et 14, on obtient la formule explicite correspondant a la

variation de pression sinusoidale:

= Blo g Po [(c-1)(b+1)e® - (r+1)(b-1)et) + 2fp - r)eB
2 ks Ig g To (B2 - o V2l (g+1)(b+1)e@d - (g-1)(b-1)eto

(16)
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Pour rendre la formule de Q plus simple, Rosencwaig et Gersho ont
proposés six cas spéciaux selon l'opacité optique des solides. Les cas
considérés sont des matériaux optiquement opaques (ppg « lg) et des
matériaux optiquement transparents (ug» lg). Dans ce dernier cas, la
lumiére est absorbée sur toute la longueur de 1'échantillon et une autre
partie est transmise a travers le solide. Alors que dans le premier cas, la
plupart de la lumiére est absorbée sur wune faible distance
comparativement a la longueur de Il'échantillon et essentiellement aucune

n'est transmise.

Dans chacun de ces matériaux, trois cas ont été considérés en
fonction de l'amplitude relative de la longueur de diffusion thermique (us),
de I'épaisseur de I'échantillon (1) et de la longueur d'absorption optique
(up). Notons que pour les six cas signalés, on définit Y, comme é€tant une
constante apparaissant dans la formule de Q et elle est donnée par

I'expression suivante:

YV = YPolo
ZIgToﬁ (17)

Le tableau (1) résume les six cas considérés. Dans le cas des
matériaux opaques, le signal photoacoustique est indépendant du
coefficient d'absorption optique si upg « [set l'amplitude du signal varie
proportionnellement 4 ®-1. Ce cas correspond & une saturation du signal
photoacoustique. Par contre, si ug » us, l'amplitude du signal

photoacoustique est proportionnelle a 8 et le signal est dépendant des
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Expression de Q

apres simplification

Cas =

Expression de Q
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Solides thermiquement
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propriétés thermiques de l'échantillon et varie selon w-3/2. Alors que dans
le cas des matériaux transparents, le signal acoustique est proportionnel a
B si l'échantillon est thermiquement épais, le signal est indépendant de son
épaisseur s'il est thermiquement mince, le signal sera aussi proportionnel

a l'épaisseur du solide et varie selon w-1,

Rosencwaig et Gesho ont conclu dans leur modéle que lI'effet
photoacoustique dans les solides dépend de trois principaux facteurs
soient: l'épaisseur de I'échantillon (1), la longueur de diffusion thermique
(1s) et de la longueur d'absorption optique (upg). Enfin, il est important de
signaler que l'épaisseur de l'échantillon est ajustable physiquement et la
longueur de diffusion thermique est ajustable en faisant varier la

fréquence du modulateur.

2.1.3 Application 2a la photosynthése

2.1.3.1 Rappel sur la photosynthése

La photosynthése est le processus par lequel les plantes supérieures
et les algues vertes utilisent l'énergie lumineuse absorbée pour synthétiser
les produits riches en énergie a partir de l'eau et du bioxyde de carbone.
Cette transformation a lieu dans un organe de la cellule végétale nommé le
chloroplaste (Portis, 1982). Le chloroplaste est entouré par une membrane
externe, qui joue le rdle de structure et a l'intérieur, on retrouve un réseau
complexe de membranes qu'on appelle les membranes de thylacoide.
Celles-ci, lorsqu'elles sont empilées, forment un granum qui baigne dans le

stroma (fig. 3).
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Figure 3: Schéma d'un chioroplaste (Charland, 1992).
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C'est dans ces membranes thylacoidiennes qu'on retrouve la majeure
partie des pigments photosynthétiques et des protéines nécessaires aux
réactions primaires de la photosynthése. Les photons sont absorbés par
les complexes antennes qui drainent cet énergie électromagnétique
jusqu'aux centres réactionnels des photosystemes I et II (PSI et PSII). A
cet endroit, la chlorophylle perd un électron qui est entrainée au travers
de la chaine transporteur d'électron jusqu'a l'accepteur final, le NADP*

(fig. 4).

L'énergie lumineuse est absorbée dans les plantes vertes par
différents pigments, en particulier la chlorophylle qui constitue le pigment
de premiére importance dans les mécanismes primaires de la
photosynthése. Aprés absorption de I'énergie (excitation), un électron de
la molécule de chlorophylle passe de son niveau fondamental (Sp) aux
états singulets supérieurs (S1,S2,...). La désexcitation in vivo des molécules
de chlorophylle se fait par différents processus tels que présentés a la

figure 5 (Buschmann et al., 1984, Buschmann et Prehn, 1986):

a) Désexcitation par des voies non radiatives libérant de la chaleur,

(S2—»S1;S1 — 80, S1 — T, T— S0)

b) Emission de la fluorescence (S]— Sp).



antenne antenne
PSII PSI

PC Pygq X........NADF

Hy0........2 Pegg QuQg[PQl PC Ppgg X

CENTRE DE CENTRE DE
REACTION PSII REACTION PSI

Figure 4 : Représentation schématique du transfert d'électron
photosynthétique.

Sp———
54—
T
Désexcitation
So non-radiative
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St T T—h
— > r‘vvb v—b
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Transfert
d'énergie
Sg—-— sc',__entre molécules
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Si——
T_
— e — A
So— Travail photochimique

(perte d'électron)

Figure 5 : Etats de désexcitation de la chlorophylle in vivo
(Buschmann et al., 1984).
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c) Transfert d'énergie entre molécules de chlorophylles voisines se
produisant principalement dans les antennes collectrices de

lumiere.

d) Travail photochimique constituant la conséquence la plus
importante de l'absorption de la lumie€re par un organisme

photosynthétique.

Il est important de signaler que tous ces processus de désexcitation
sont reli€és entre eux et se produisent en méme temps dans une feuille.
Donc une variation de la photosynthése (travail photochimique) va se
répercuter sur la quantité de chaleur dissipée ainsi que celle de la
fluorescence émise. La dissipation thermique peut é&tre détectée par la
spectroscopie photoacoustique, nous permettant ainsi d'évaluer l'activité
photosynthétique d'une feuille. De plus, 1'émission de fluorescence nous
aide a diagnostiquer 1'état de santé d'une plante, mesurée par I'effet

Kautsky (voir section 2.2).

2.1.3.2 Mesures de l'activité photosynthétique

Les méthodes photoacoustiques ont €été utilisées avec succés pour
mesurer l'activité photosynthétique des centres réactionnels. Des études
ont ét¢ menées soit sur des chloroplastes isolés (Cahen et al., 1978, Lasser-
Ross et al., 1980) ou sur des feuilles entiéres (Bults et al., 1981, 1982,
Inoue et al., 1979, Malkin, 1986) .
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Selon Malkin (1986), Malkin (1987) et Ronen et al. (1985), il est a
signaler que chez une feuille saine, il existe deux paramétres qui
permettent d'étudier la photosynthése, soient 1'amplitude du signal
d'oxygéne normalisée par rapport au signal thermique (Aoz/Apy obtenu a
basse fréquence de modulation et I'emmagasinage d'énergie

photosynthétique (EEP) mesuré a haute fréquence de modulation.

Pour distinguer entre ces deux parametres, un faisceau de lumiere
continue et saturant est utilisé, dans ce cas le signal thermique augmente
alors que celui d'oxygene disparait. Ces deux effets sont observés
séparément a hautes et a basses fréquences de modulation. Bults et al.
(1981, 1982) ont présenté une analyse du signal photoacoustique en
considérant les deux contributions (thermique et photobarique de
I'oxygeéne) comme des quantités scalaires. Alors que Poulet et al. (1983)
ont développé une approche qui repose sur une analyse vectorielle du
signal, correspondant au déphasage existant entre les deux contributions.
Ce déphasage peut étre expliqué par le fait que la diffusivité de l'oxygéne

est inférieure a la diffusivité thermique.

Au cours des prochaines lignes, nous discuterons de I'analyse
scalaire, des effets du faisceau actinique et des fréquences de modulation
ainsi que de l'analyse vectorielle du signal. Pour provoquer une
saturation de la photosynthése, un faisceau de lumiére blanche continue et
de forte intensité est appliqué. Ce faisceau saturant provoque une
fermeture des centres réactionnels et dans ce cas la lumieére modulée
absorbée par [I'échantillon est complétement convertie en chaleur
("saturation photochimique™). Ronen et al. (1985) ont montré que la

saturation peut é&tre provoquée par des intensités élevées de 1'ordre de
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de 250 W m-2. Quant a Charland (1989), il a trouvé que l'activité
photosynthétique des plantes en C3 telle l'érable a sucre peut €tre saturée
par des intensités avoisinantes de 150 W m-2 alors que dans le cas des
plantes en C4 telle le mais, la saturation est produite aux alentours de

250 W m-2, Ces intensités ont été considérées suffisantes pour saturer la
photosyntheése sans toutefois causer des dommages irréversibles a

I'appareil photosynthétique.

Le faisceau actinique permet, en saturant la photosynthése,
d'éliminer les composantes de Il'emmagasinage photochimique et du
dégagement d'oxygeéne, seul le signal thermique maximal est détecté par le
microphone. Rappelons que la lumiére saturante ne contribue pas au

signal photoacoustique puisqu'elle n'est pas modulée.

Des études faites sur des feuilles de tabac (Bults et al., 1981, 1982,
Malkin et al., 1981, Ronen et al., 1985) ont montré que le signal
photoacoustique de la feuille peut augmenter ou diminuer sous l'effet du
faisceau saturant, et ceci est dépendant de la fréquence de modulation
utilisée. La figure 6 illustre un exemple de ces résultats a hautes et a
basses fréquences de modulation. A des fréquences élevées (> 200 Hz),
I'application du faisceau saturant provoque une augmentation dans le
signal photoacoustique ("effet positif’) et ceci d'une maniére réversible,

dans «ce cas, seule la contribution importante de EEP qui
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Figure 6 : Effet du faisceau saturant a haute (a) et a basse (b) fréquence de modulation.
Les fleches ondulées pointants vers le haut et vers le bas représentent
respectivement I'illumination et I'extinction du faisceau modulé. Les fléches
épaisses pointants vers le haut et vers le bas représentent respectivement
I'illumination et I'extinction du faisceau saturant blanc.
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persiste. La composante du dégagement d'oxygéne disparait
complétement a hautes fréquences de modulation puisque l'oxygene
diffuse a une vitesse plus faible que celle de la chaleur. Cependant a
basses fréquences (< 200 Hz), le cas inverse est observé, c'est-a-dire que
I'application du faisceau saturant engendre une diminution dans le signal
photoacoustique ("effet négatif”) car il existe une contribution importante

de la composante d'oxygene.

Bults et al. (1981, 1982) ont conclu que le signal photoacoustique
d'une feuille intacte est composé généralement de deux principales

contributions originant du chloroplaste, soient:

- La composante photothermique (P;n) qui résulte de la conversion totale
ou partielle de 1'énergie lumineuse absorbée en chaleur. Cette

contribution est obtenue par la formule suivante:

Pihn = Pin(max) - EEP (18)

Pin(max) représente la composante thermique maximale et EEP celle de
I'emmagasinage d'énergie photosynthétique. Ce dernier parameétre
diminue la quantit¢ de la composante thermique puisque les deux modes
de dissipation énergétique constituent des modes compétitifs de

désactivation énergétique.

- La composante photobarique (Po;) qui représente le dégagement

d'oxygéne provenant de l'activation de l'appareil photosynthétique.
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Comme nous l'avons déja dit, cette contribution est particuliérement

importante a basse fréquence de modulation.

En général, le signal photoacoustique est caractérisé par 1'équation

suivante:
P = Pmp(max) - EEP + Po, , (19)

Il y a lieu de mentionner que Malkin (1986), Malkin et al., (1981) et
Ronen et al. (1985) ont défini l'emmagasinage d'énergie photosynthétique,
en travaillant a hautes fréquences de modulation, comme étant le rapport
de la différence des signaux photoacoustiques obtenus en présence (Qms)
et en absence (Qp) du faisceau saturant. Donc, EEP est donné par la

relation suivante:

EEP = [ Qms - Qm ;100
Qms (20)

Notons que la valeur de EEP déterminée a haute fréquence de

modulation est similaire a celle obtenue a faible fréquence (Kanstad et al.,

1983).

Quant au calcul de l'amplitude du signal d'oxygeéne, une analyse
quantitative de ce signal photobarique a été développée par Poulet et al.

(1983).
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2.1.3.3 Analyse vectorielle du signal

Poulet et al. (1983) ont développé une approche qui repose sur une
analyse vectorielle du signal photoacoustique. Les deux contributions au
signal sont considérées comme des vecteurs qui ont une méme origine, le
chloroplaste, mais qui présente une différence de phase puisque la vitesse
de diffusion de l'oxygene est plus faible que celle de la chaleur.
L'utilisation de l'amplitude et de la phase du signal a permis de séparer les
deux contributions au signal photoacoustique et de quantifier le signal du

dégagement d'oxygeéne.

Dans ce paragraphe, nous présenterons une description de cette
analyse vectorielle.  Une description plus détaillée de ce modele est

présentée dans la référence de Poulet et al. (1983).

A la figure 7, on trouve une représentation vectorielle des
composantes du signal photoacoustique détectées a basses fréquences de
modulation (< 200 Hz). L'utilisation d'un amplificateur a détection
synchrone double phase permet la mesure de ces composantes en phase
(cosinus) et en quadrature (sinus) (fig. 7a). Le signal photoacoustique
résultant (ﬁ) est considéré comme la somme vectorielle des contributions
thermiques (:1: ) et oxygeéne (6). Les projections R¢ et Rs de ce vecteur
résultant respectivement en phase et en quadrature permettent d'obtenir

I'équation suivante:

tﬁ] =\/R§ + Rg (21)
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(Charland, 1992).

38



39

Rappelons que lorsque le faisceau de lumiére continue est appliqué
pour saturer la photosynthése, I'EEP et la production modulée de I'oxygene
disparaissent et seul le signal thermique maximale qui est mesuré. Ainsi
sur la reproduction vectorielle, le vecteur d'oxygéne ( 0) disparait alors

que le vecteur thermique augmente jusqu'a T'. Les constituantes de ce

dernier vecteur (TS et TC) peuvent étre détectées dans ces conditions,

en phase et en quadrature de phase et permettent d'avoir la relation

suivante:

I’FI = T;z + Te? (22)

Quand le faisceau saturant est éliminé, la composante d'oxygene
réapparait sur l'une des phases alors que la 2iéme phase représente les
deux contributions (thermique et oxygéne). Les vecteurs thermique T et

thermique maximale T* sont liés par:
| T]

—

T*

K

(23)
Ce rapport est déterminé a hautes fréquences de modulation pour
éliminer la composante d'oxygeéne, mais il demeure semblable a basses

fréquences.

Finalement, la valeur de I'amplitude du signal d'oxygéne est
déterminée par un calcul mathématique. On obtiendra ainsi une équation

de la forme:

0 = Ao = VR - (Ts. K + (Re - [T, . K (24)
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K est une constante et elle est équivalente a:

K = 1 - EEP
100 (25)

Par la suite, si on remplace K par sa formule, 1'équation redevient:

\/(R ) T(I_EEP)) (R° T‘%ﬁ (26)

Toutefois, nous notons que l'équation 26 est une équation générale

sans qu'll y ait un ajustement des phases. Si l'ajustement est fait (fig. 7b),

nous obtiendrons une équation de la forme:

Aox. = \/Rg * (Rc ) T;(ﬁ)&”z (27)

2.2 Spectroscopie de fluorescence

Il y a lieu de préciser que chez les feuilles vertes, ayant un appareil
photosynthétique sain, l'énergie lumineuse absorbée et utilis€ée pour la
photosyntheése est d'environ 85% a 90% sous les conditions optimales
(Papageorgious, 1975). Un minimum de cet énergie absorbée, 3% a 10%
sera €émis sous forme de fluorescence (Gernott et Schreiber, 1986,
Lichtenthaler, 1986), et le reste, comme nous l'avons indiqué dans la
section 2 1, sera perdu sous forme de chaleur mesuré en unité relative par
la spectroscopie photoacoustique. Les trois processus de désexcitation sont

indiqués par I'équation suivante:
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E absorbée = Ephotosynthése + Efluorescence + Echaleur (28)

En cas de stress environnemental, l'activité photosynthétique est
réduite et par conséquent, il se produit une intensification de I'émission de

la chaleur et de la fluorescence.

L'étude de la fluorescence émise aprés absorption de la lumieére
permet de fournir des informations sur la performance de Ila
photosynthése. Grice a la méthode de fluorescence, on peut
ultérieurement étudier le potentiel de l'activité photosynthétique et par la

suite les effets du stress sur les plantes.

Dans les prochaines lignes, nous présentons dans un premier temps
des renseignements sur la fluorescence, le spectre d'émission et sur la
cinétique d'induction. Par la suite, nous donnerons les effets de quelques

facteurs de stress sur la fluorescence.

2.2.1 Fluorescence et spectre d'émission

2.2.1.1 Fluorescence

La fluorescence est définie comme étant un processus par lequel une
molécule a l'état excité (Si) dissipe l'énergie absorbée pour revenir a l'état
fondamental (Sg) a la température de la piece. La fluorescence émise
provient majoritairement des pigments des molécules de la chlorophylle

 du photosysteme II (PSII) (Bolhar et al., 1989; Gernot et Schreiber, 1986,
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Krause et Weis, 1991, 1988, Papageorgious, 1975). Selon Krause et Weis
(1991), le photosysteme I (PSI) contribue a cette émission mais de fagon
mineure (environ 5% a 720 nm et de 1% a 2% a 685 nm). La fluorescence
provenant du complexe collecteur de la lumiere est due a la perte
d'énergie lors de la migration de l'exciton vers le centre réactionnel PSII et
elle est nommée fluorescence constante Fg. Cette fluorescence n'est pas
liée au transport d'électron dans la membrane (Papageorgious, 1975), donc
aux réactions photochimiques. L'énergie arrivant au centre réactionnel du
PSI ne sera utilisée que pour le travail photochimique si le transfert
d'électron a l'accepteur primaire Q, est fait apreés la séparation de charges.
L'accepteur Q, devient oxydé et le systeme est considéré a 1'état "ouvert”
(Krause et Weis, 1991, 1988). Dans ce cas, 1'émission de la fluorescence
sera minimale. Aprés un certain temps, quand l'accepteur primaire Qa
devient réduit, le systéme se retrouve a l'état "fermé". L'électron est
bloqué au niveau de la phéophytine qui ne peut plus étre oxydée par Q.
Il se produit donc une dissipation de l'énergie par recombinaison des
charges entre la phéophytine et le centre réactionnel avec émission de la

fluorescence qui inclue la valeur de Fy.

2.2.1.2 Spectre d'émission et rapport Fggs/F73s

A la température ambiante, le spectre d'émission de fluorescence
d'une feuille saine montre deux maxima (fig. 8); l'un autour de 685-690
nm et l'autre autour de 735-740 nm, correspondant respectivement au
PSII et PSI (Briantais et al., 1986, Lichtenthaler et al., 1986, Schmuck et
Lichtenthaler, 1986).
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La forme du spectre et l'intensité relative des deux bandes de la
fluorescence dépendent généralement de la quantité de chlorophylle dans
la feuille (Lichtenthaler et Rinderle, 1988, Linchtenthaler, 1987, 1986).
Ainsi, chez des feuilles ayant une faible quantité de chlorophylle, le
spectre d'émission montre un maximum plus élevé aux alentours de
690 nm. Par conséquent, les valeurs du rapport de l'intensité de la
fluorescence a 690 nm sur celle de 740 nm sont plus élevées (valeur
variant de 4 a 8). Par contre, si la teneur en chlorophylle est élevée, la
fluorescence a 690 nm diminue graduellement et la bande a 740 nm
augmente par rapport A celle de 690 nm. Selon Lichtenthaler (1986), il se
produit une réabsorption de la fluorescence par la chlorophylle, ce qui
affecte 1'émission de la fluorescence a 690 nm et entraine une hausse de la

bande a 740 nm. Dans ces conditions les valeurs du rapport Fg9o/F740

diminuent (valeurs variant de 1,5 a 0,9).

Le rapport de l'intensité de la fluorescence a 690 nm sur celle
obtenue autour de 740 nm est considéré comme un bon indicateur de la
teneur en chlorophylle par unité de surface de la feuille et d'un début de
stress. En effet, plusieurs études (D'Ambrosio et al., 1992, Hak et al., 1990;
Lichtenthaler et al., 1990, Lichtenthaler et Rinderle, 1988) ont montré que
les valeurs de ce rapport varient suivant les quantités de chlorophylle

dans la feuille.
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Figure 8 : Spgctre d'émission de la fluorescence d'une feuille saine
exc.ltée 470t 30 nm. 1= Radis, 2= Haricot, 3= Mais.
( Lichtenthaler et Rinderle, 1988).
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Toutefois, on ne peut pas se baser seulement sur ce paramétre pour
étudier les effets du stress sur la plante puisque ce rapport ne change pas
si la teneur en chlorophylle et son intégrit€é ne sont pas affectées par un
traitement causant un stress dans la feuille. Pour bien diagnostiquer I'état
de santé de la plante, il est recommandé de mesurer la cinétique
d'induction de la fluorescence connue sous le nom de l'effet Kautsky. Selon
Lichtenthaler (1988), Lichtenthaler et al. (1986), Schmuck et Lichtenthaler
(1986), la méthode de la cinétique d'induction a été largement utilisée

dans les recherches sur l'écophysiologie et sur le déclin des foréts.

2.2.2 Cinétique d'induction de la fluorescence
2.2.2.1 Description de la cinétique d'induction

La cinétique d'induction de la fluorescence connue sous le nom
d'effet Kautsky a été observée et décrite pour la premiere fois par Kautsky
et Hirsh (1931) et Kautsky et Frank (1943). Cette méthode a été utilisée
par la suite par plusieurs chercheurs scientifiques pour étudier l'activité

photosynthétique d'une feuille.

Quand des feuilles vertes, ayant un appareil photosynthétique sain,
sont placées dans l'obscurité pendant 15 a 20 minutes et en illuminant ces
feuilles, la fluorescence émise par le PSII subit une cinétique d'induction

(Effet Kautsky) (Lichtenthaler, 1990, 1986, Lichtenthaler et
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Rinderle, 1988, Lichtenthaler et al.,1986 et Papageorgious, 1975). Deux

parties de cette cinétique peuvent étre distinguées (fig. 9).

1) La fluorescence atteint un maximum (Fpax) qui met environ 100

a 500 ms.

2) La fluorescence décroit lentement (Fg) vers un niveau
stationnaire (Fg). Cette diminution lente se fait chez une feuille

saine, a l'intérieur de 3 a4 5 minutes.

L'examen de la figure 10 montre que cette cinétique d'induction de
la fluorescence se caractérise par plusieurs niveaux notés O-I-D-P-S-M-T
(Baker et Brandbury, 1981, Briantais et al., 1986, Krause et Weis, 1984 et
Papageorgious, 1975). Ces niveaux sont regroupés en phase rapide

(O-I-D-P) suivie d'une phase lente (S-M-T) (Schreiber et Vidaver, 1976).

Le niveau de la fluorescence 0 (Fgp) est nommé fluorescence
constante ou fluorescence "morte" qui provient de la perte d'énergie au
niveau des antennes lors du processus de migration de l'exciton vers les
centres réactionnels. L'augmentation de la fluorescence du niveau 0 au
niveau P (Fpax) est notée fluorescence variable (Fy). Cette augmentation
montre deux phases; l'une se fait jusqu'au point I qui représente le
maximum de cette phase, suivie d'une inclinaison au niveau D. Du niveau
P, la fluorescence diminue jusqu'a I1'état stationnaire. @ Un deuxiéme
maximum M est enregistré avant d'atteindre le niveau terminal T (niveau

stationnaire).
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Rappelons que la montée de la fluorescence de O a P puis la
diminution a T est caractéristique seulement des plantes qui ont un
appareil photosynthétique sain. Les points I, D et M ne sont pas toujours
visibles chez les plantes saines. De plus, selon 1'état physiologique de la
feuille, il peut exister plus qu'un point Mj (exemple: Mj, My, M3,...) avant

que la fluorescence atteigne le point stationnaire T.

Le cheminement dans le temps des différents niveaux constituants
la courbe de la cinétique d'induction est dépendant de I'état d'oxydo-
réduction de la membrane photosynthétique. .Ce cheminement a été décrit
plus en détail par Baker et Brandbury (1981), Gernot et Schreiber, (1986),
Krause et Weis (1991,1984), Papageorgious, (1975). Au cours des
prochaines lignes, nous présenterons un résumé de cette description en se

basant sur l'explication donnée par les auteurs cités ci-dessus.

I1 apparait juste apreés l'illumination de 1'échantillon de feuille, une
augmentation immédiate de la fluorescence au niveau 0 (Fp) qui
représente ainsi la fluorescence quand les centres réactionnels du PSII
sont ouverts et les accepteurs primaires Qa sont oxydés. La montée de O a
I a été attribuée a des accepteurs primaires Q, du PSII qui transférent les
électrons a2 Qp. Le niveau I refléete donc I'équilibre de Qa2 Qp & QaQp-. Le
passage de I a D résulte de l'oxydation des Qa- par le PSI. Durant la
montée du niveau D au niveau P, les plastoquinones (PQ) sont réduites
successivement, ce qui se traduit par une augmentation de la fluorescence
au niveau P. A ce niveau (Fmax), Qa, Qp et les groupements plastoquinones

sont entierement réduits par le PSII et les centres réactionnels de ce



50

dernier sont "fermés". L'augmentation de la fluorescence variable dans la
phase D-P se trouve correlée avec une diminution dans l'évolution de
l'oxygéne qui, apparemment, est causée par un blocage transitoire du
transport d'électron entre PSII et PSI qui méne a une réduction des Qj, Qp

et PQ.

Finalement, les oscillations S-M et la diminution lente au niveau
stationnaire T sont attribuées a une réoxydation des accepteurs Qa, Qp et
les plastoquinones qui est due a une augmentation dans l'activité du PSI.
La diminution du niveau M a la phase terminale T a été aussi liée a une
activation des enzymes du cycle de Calvin qui entraine une augmentation
dans le taux de fixation de CO2. De plus, il a ét€ démontré par Strasser
(1974) que cette diminution de la fluorescence a I'état stationnaire se fait
parallelement avec une augmentation dans le taux d'évolution d'oxygéne
photosynthétique (fig. 11). A la phase stationnaire S (niveau T), le
rendement quantique de la fluorescence et le dégagement d'oxygene
demeurent constants. A ce niveau, le taux de dégagement d'oxygéne est 2

son maximum.

Donc, l'effet Kautsky est composé d'une fluorescence constante (Fp)
et d'une fluorescence variable (Fy) qui correspond a I'état d'oxydo-
réduction de la chaine transporteur d'électron. La fluorescence totale F(t)
mesurée par effet Kautsky est la superposition de ces deux fluorescences
(équation 29). Selon Lichtenthaler et Rinderle (1988), plus la fluorescence

variable est élevée, plus l'activité photosynthétique est meilleure.
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F) = F(t) + Fo (29)

2.2.2.2 Indice de vitalité (Rgq)

Le rapport de la décroissance de la fluorescence (Fgq) de la
fluorescence maximale jusqu'a 1'état stationnaire (Fg) est nommé indice de

vitalité Rfq4. Il est exprimé par la relation suivante:

Rig _ Fmax - Fs _ F
Fs Fs (30)

Selon de nombreux chercheurs (Lichtenthaler, 1990, 1987 et 1986,
Lichtenthaler et Rinderle, 1988, Lichtenthaler et al., 1986 et Strasser,
1986), ce parametre indique le potentiel de l'activité photosynthétique de
la feuille. Les valeurs de Rfy peuvent étre mesurées autour de 685-690
nm ou a 730-740 nm. Durant la période d'induction cinétique, l'intensité
de la fluorescence mesurée a 690 nm diminue beaucoup plus que celle
mesurée a2 740 nm. Conséquemment les valeurs de Rgfg a 690 nm seront
plus élevées que celles mesurées a 740 nm. De plus, il a été démontré par
Lichtenthaler et Rinderle, 1988 que les valeurs élevées de Rfq ont été

directement correlées avec une augmentation dans le taux de fixation du

CO;.

Les valeurs de l'indice de vitalité varient suivant 1'dge de la feuille
et suivant les variations saisonnieres. Ainsi des feuilles jeunes formées au
printemps ou précocement en été ont des valeurs de Rfq4 plus élevées que

celles des feuilles adultes d'aolit ou d'automne. De plus, les feuilles
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d'ombres ont montrées des valeurs plus basses que celles des feuilles de

soleil.

Selon Lichtenthaler et Rinderle (1988), la combinaison des deux
valeurs de cet indice, mesurées autour de 690 nm et de 740 nm nous

permettent d'établir un indice d'adaptation au stress.

2.2.2.3 Indice d'adaptation (Ap)

L'indice d'adaptation est un autre parameétre qui est, selon
Lichtenthaler et Rinderle, (op.cit.) et Strasser et al. (1987), une mesure
approximative de l'effet du stress qu'a subi l'appareil photosynthétique.
Donc, il nous permet également de voir l'effet du stress sur la plante.
Comme nous l'avons mentionné, cet indice est fonction des deux valeurs de
Rfq mesurées 2 690 nm (Re) et 2 740 nm (Rw ), il est obtenu par la relation

suivante:

Ap =1 - L+ Ry Rf:fi
1 + Rgq (31)

En se basant sur les mesures disponibles pour cet indice, il apparait
que les plantes saines qui montrent des valeurs de A, petites (entre 0.1 et
0.2) souffrent des effets du stress plus rapidement que les plantes ayant

des valeurs élevées de cet indice d'adaptation.

Enfin, en mesurant la cinétique d'induction de fluorescence aux deux
longueurs d'onde, soit 3 690 nm et a 740 nm, nous pouvons utiliser le

rapport entre l'intensité de la fluorescence a 690 nm a celle de 740 nm
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comme une mesure non destructive de la quantité de chlorophylle des
feuilles. Selon Hak et al. (1990), ce rapport est plus élevé quand on le
mesure au niveau de la fluorescence maximale qu'au niveau de

fluorescence stationnaire.

2.2.3 Effets de gquelques facteurs de stress sur 1la
fluorescence

Parmi les facteurs de stress qui agissent sur la fluorescence
chlorophyllienne, citons a titre d'exemple, le DCMU qui est un herbicide. 1l
entrailne un blocage du transport d'électron entre le PSII et le PSI, la
fluorescence atteint rapidement un niveau maximale Fpax (fig. 12), causée
par la réduction des accepteurs d'électrons du PSII. Par contre, la partie
variable de la cinétique d'induction disparait puisque la photosynthese
est inhibée et il n'y a plus de lien entre le PSII et le PSI qui sert a
réoxyder les accepteurs d'électrons. du PSII. Par cbnséquent les valeurs du
Rfd4 ainsi que le dégagement d'oxygeéne s'annulent et le rapport Fg9o/F740
est également affect¢. Ce dernier augmente considérablement puisque
I'émission de la fluorescence est élevée (Lichtenthaler et Rinderle, 1988 et
Lichtenthaler et al., 1986). On peut avancer un autre facteur de stress qui
a des effets sur la fluorescence tel le dépérissement des foréts. En
appliquant la cinétique d'induction de la fluorescence, il a été démontré

que chez les feuilles d'arbres dépéris, la fluorescence maximale diminue
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légérement et la fluorescence stationnaire reste beaucoup plus élevée chez

ces feuilles en comparaison avec les feuilles d'arbres sains.

Soulignons qu'il existe d'autres facteurs de stress qui peuvent agir
sur les parametres de la fluorescence. Parmi ces facteurs, nommons les
effets de la température, de la lumiere, les déficits en eau (Lichtenthaler,
1990, Lichtenthaler et Rinderle, 1988, Lichtenthaler et al., 1986) et les

déficiences en éléments nutritifs (Sun et al., 1989).

2.3 Polluant atmosphérique: ozone

De nombreux chercheurs (Heggestad, 1969, Pell, 1987, Prinz, 1987)
considerent l'ozone comme étant l'oxydant phytotoxique le plus important
parmi les autres polluants atmosphériques. Selon Tonneijck (1989), il a
été estimé que les polluants atmosphériques ont réduit la production des
cultures (particulierement en horticulture) de 5% dont 70% de cette
réduction a été due a l'ozone. De plus, d'aprés Smith (1991) ce polluant

représente la plus grande menace pour la santé des foréts.

Dans cette section, nous donnerons les sources et les effets de 1'ozone
sur la végétation. Par la suite, nous présenterons les symptdmes

caractéristiques des dégits dus a ce polluant photooxydant.
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2.3.1 Sources et concentrations atteintes

L'ozone est un polluant secondaire puisqu'il n'est pas libéré
directement par une source fixe ou mobile, mais il se forme plutét dans
I'atmosphére par une réaction photochimique faisant intervenir des
polluants précurseurs, soient les oxydes d'azote et les hydrocarbures
réactifs (Carrier, 1986, Houston et al., 1990, Treshow, 1970). Les oxydes
d'azotes se forment par la réaction entre l'azote et l'oxygene de
I'atmospheére, chauffés aux hautes températures, par exemple dans les
moteurs a combustion interne ou dans les centrales électriques utilisant
des combustibles fossiles et des usines de traitement chimique. Quant aux
hydrocarbures, €mis dans les régions urbaines, ils proviennent de Ila
manutention, de l'entreposage et de diverses installations pétroliéres.
Selon Angele et Sandhu (1989), Colbeck (1988) et Smith (1991), le
monoxyde d'azote (NO) est oxydé en bioxyde d'azote (NO2) en utilisant
I'oxygéne de l'atmosphére. Le NO2 est décomposé, par la suite, rapidement
en NO et un atome d'oxygeéne sous l'effet des rayonnements solaires ultra-
violet (U.V) (réaction 1). L'atome d'oxygene se combine avec une molécule

d'oxygeéne pour former l'ozone (O3) (réaction 2).

En additionnant les réactions (1) et (2), les bioxydes d'azote
réagissent avec l'oxygéne moléculaire de 1'atmosphére en présence du
rayonnement solaire U.V. pour produire le monoxyde d'azote et de l'ozone
(réaction 3). Enfin 1'0O3 réagit avec NO qui est rapidement converti en NO2

(réaction 4).
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NO» B NO + ) (réaction rapide) (1)
) + 07 B (O3 + M  (réaction rapide) (2)
NO2 + Og - (O3 + NO @) OU (1) + (2
NO + O3 NO, + Oz  (réaction rapide) (4)

M = molécule inerte qui accepte 1'énergie cinétique de la collision.

La réaction nette est:

NO; + O == = NO + O3

Il convient de noter que dans un air non pollué et clair, la
concentration d'ozone varie entre 0,01 a 0,02 ppm. Cependant dans
certaines atmospheres urbaines aux Etats-Unis, la concentration oscille
entre 0,5 a 0,8 ppm. Rappelons que les concentrations d'ozone sont
généralement plus élevées dans les journées chaudes d'été et plus
particulierement au milieu (entre 12 et 14 heures) de ces journées ou il y
a de forte intensité de rayonnements solaires (Hov, 1984). Dans le nord-
est de I'Amérique, les concentrations mesurées atteignent 0,11 ppm

pendant ces journées (Reich, 1987, Smith, 1991).
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2.3.2 Effets de 1'ozone sur la végétation

Les effets de l'ozone sur la végétation ont fait 1'objet de plusieurs
études. Elles ont examiné les relations dose-réponse (Ashmore et al.,
1985, Krupa et Nosal, 1989, Krupa et Manning, 1988, Reich, 1987, Skirby
et Sellden, 1984), la sensibilité des espeéces végétales (Krause et Prinz,
1989, Treshow, 1970), la baisse de croissance et de rendement des
cultures et des arbres (Heck et al.,, 1982, Tingey et al., 1989, Tonneijck,
1989) et les impacts économiques causés par l'ozone (Adams, 1989, Adams
et al., 1985, Heck et al., 1983, 1984, Larsen et Heck, 1984,). De plus, il
convient de noter que les effets physiolbgiques et biochimiques présentés

ci-apres, ont aussi été étudiés ainsi que les symptdmes qui en résultent.

2.3.2.1 Effets biochimiques et physiologiques

Selon plusieurs chercheurs (Heath, 1987, Krause et Prinz, 1989,
Krupa et Manning, 1988), 1'ozone entre dans la plante par les stomates,
quand elles sont ouvertes. Rappelons tout d'abord que ces derniéres
s'ouvrent sur le parenchyme palissadique et jouent le rdle des échanges
gazeux de la plante avec l'air ambiant. Suite a la pénétration de 1'ozone
dans la feuille, les stomates se ferment soit complétement ou partiellement
(Runckele et Chevone, 1992). La largeur des stomates a été rapidement
réduite chez plusieurs especes de plante en présence d'ozone (Hill et
Littelefield, 1969). A titre d'exemple , citons les cas de l'avoine et de

I'haricot ou la fermeture est induite aprés une exposition de quatre
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heures a2 0,05 ppm et 0,06 ppm respectivement. Les espéces les plus
tolérantes répondent de facon semblable 4 des concentrations plus élevées

d'ozone.

Sachant que l'ozone est trés oxydant, une fois a l'intérieur de la
plante, il réagit avec les premiéres substances qu'il rencontre. Ces
substances sont celles de la membrane cellulaire et du plasmalemme.
L'ozone oxyde les constituants organiques comme les enzymes spécifiques
et les substances lipidiques des membranes cellulaires. I1 produit une
oxydation irréversible des groupes sulfhydriles et une péroxydation des
lipides. Par conséquent, des changements dans la fluidité de la membrane
se produisent ainsi que des variations dans sa structure et sa perméabilité.
Une augmentation dans la perméabilité de la membrane a été observée
chez les cellules d'algue isolées de Chlorella sorokiniana (Heath et al., 1982,
Runckele et Chevone, 1992). Une augmentation dans la perméabilité a
l'eau va provoquer une déshydratation des cellules du parenchyme
palissadique qui se plasmolysent. Ainsi, les cellules meurent, provoquant
une destruction de ce dernier. A ce moment 1a, des nécroses visibles
peuvent apparaitre (Krause et Prinz, 1989, Krupa et Manning, 1988, Pye,
1988, Taylor et Norby, 1984, Treshow, 1970). L'ozone agit aussi au niveau
du mécanisme de pompes a potassium (K*), entrainant une grande perte
des ions, ce qui entraine a leur tour une plasmolyse des cellules du
parenchyme (Krupa et Nosal, 1989). Les variations dans la perméabilité
de la membrane cellulaire causées par l'ozone provoquent aussi d'autres
effets tels que la formation excessive des granules dans le chloroplaste. En

effet les pertes d'eau engendrent une déshydratation du chloroplaste et
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I'altération ionique qui en résulte dans le stroma causera l'apparition de
granulations.  Ainsi ces dommages causés aux chloroplastes entrainerons
une diminution de la photosynthése. Selon Chappelka et Chevone (1992),
cette diminution de la photosynthése peut €tre €galement causée
indirectement par la fermeture des stomates qui réduira les échanges

gazeux de la plante avec son environnement.

Parmi les autres effets de 1'ozone, on peut citer l'augmentation de la
concentration des carboxydrates dans les cellules des feuilles exposées a
l'ozone. Cette augmentation provoque une diminution de la croissance de
la plante et une diminution de la photosynthése produite par inhibition
par "Feed back" a cause de la forte concentration en carboxydrates. Enfin,
I'ozone entraine aussi une augmentation dans le niveau des phénols et de
ses dérivés. Par conséquent, il en résulte une apparition des pigments

bruns-rouges qui donnent la couleur aux taches nécrotiques dues a l'ozone.

Suite a4 ces changements biochimiques et physiologiques causés par
I'ozone dans les cellules des feuilles, certaines variations apparaissent dans
le comportement de la plante tels que l'apparition des symptdmes visibles
sur les feuilles, une diminution du rendement et de la qualité de la plante,
etc. (Runckele et Chevone, 1992). Toutefois, l'apparition des dégits
visibles dépend de la concentration, de la durée d'exposition a l'ozone et de
I'espece de plante. Ainsi des faibles concentrations d'ozone produisent des
réactions avec la paroi cellulaire sans atteindre la membrane
cytoplasmique et les composés intracellulaires, a ce stade les blessures
sont réversibles. Par contre, si la plante est exposée pour une longue

durée a de fortes concentrations d'ozone, ce dernier pénétre en profondeur
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dans la cellule provoquant ainsi divers changements dans ces derniéres, a

ce moment la des symptdmes visibles peuvent apparaitre.

2.3.2.2 Symptéomes induits par 1'ozone

Les symptdmes caractéristiques de l'ozone peuvent-€tre de quatre
types (Anonyme, 1986, Houston et al., 1990, Treshow, 1970) qui sont : la

tacheture, le blanchiment, la chlorose foliaire et la nécrose bifaciale.

La tacheture est le symptdme le plus courant sur des feuilles
vulnérables exposées a des niveaux aigus d'ozone. Cela est di au
développement d'un pigment foncé dans des cellules individuelles ou dans
des groupes de cellules sur la face supérieure de la feuille. La
pigmentation peut-étre rouge, brune, violette ou noire. Elle est
normalement répandue sur toute la feuille mais ne touche pas les

nervurcs.

Le blanchiment ou les 1ésions sans pigmentation apparaissent
habituellement sur le dessus des surfaces de la feuille di a l'affaissement

des cellules de palissade et quelques fois des cellules épidermales.

Pour la chlorose foliaire, les surfaces chlorotiques peuvent aussi
apparaitre sur le dessus des feuilles, souvent en s'unissant, elles
présentent une apparence tdchetée. Les aiguilles des pins et d'herbe qui
ne possedent pas du tissu mésophylle différentiel peuvent développer le

tachement chlorotique sur une surface.
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Enfin, on note la présence de la nécrose bifaciale; quand le tissu de la
feuille est mort a travers les deux surfaces de la feuille, cela réfere a une
nécrose bifaciale et les lésions peuvent passer d'une couleur ivoire 2

rouge-orange.

Ces symptémes sont plus intenses sur les feuilles directement
exposées a la lumieére solaire et peuvent ne pas apparaitre sur les feuilles
orangées de la méme plante. Soulignons que les feuilles sont plus

sensibles & l'ozone au moment ou elles atteignent leur pleine dimension

(Houston et al., 1990).



CHAPITRE 1III

Pl ’

MATERIEL ET METHODOLOGIE

Dans la présente section, nous donnons l'information sur le matériel
utilis€ dans le cadre de notre étude. Plus particulierement nous
identifions le matériel photosynthétique, décrivons la chambre de
fumigation ainsi que 1'appareillage des mesures. Ensuite, nous
expliquerons la démarche méthodologique retenue pour atteindre notre
but qui, rappelons-le, est d'étudier l'effet a long terme des doses répétées

d'ozone sur la photosynthése de 1'érable -a sucre (Acer saccharum Marsh.).

3.1 Matériel

3.1.1 Matériel photosynthétique

Nous avons choisi, comme matériel photosynthétique, I'érable a
sucre (Acer saccharum Marsh.) pour son importance économique au
Québec. Deux groupes de plantes d'dges différents ont été utilisés: des
sauvageons de cinq (5) a sept (7) ans et des semis de quatre (4) mois. Les
sauvageons provenant de la pépiniere forestiecre de Berthierville ont été
mis dans des pots de 30 cm de diamétre contenant, il faut le préciser, le
méme sol que celui de ladite pépiniere, par la suite, nous les avons mis 2a

l'ombre, sous les grands arbres du terrain de 1'Université puisque ces
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sauvageons sont adaptés a de faibles rayonnements solaires. Ces plantes
ont ét€ arrosées régulierement a chaque deux jours, avec de l'eau potable
de la municipalité de Trois-Rivieres et lorsque des cas d'épisodes de pluie

survenaient, nous les arrosions deux jours aprés l'arrét de la pluie.

Concernant les semis de 4 mois, il nous faut souligner que pour les
obtenir, nous avons utilis¢ des semences d'érable a sucre fournies de I’
Institut Forestier de Petawawa en Ontario. La technique de stratification
ainsi que la solution d'arrosage sont décrites dans la partie de la

méthodologie.

3.1.2 Chambre de fumigation

La chambre de fumigation a permis de soumettre les plantes a des
séances de fumigation a l'ozone (O3); elle a été congue au Centre de
recherche en photobiophysique de I'UQTR. C'est une boite de 75 X 75 cm
de base sur 157 cm de haut, fabriquée en Mélamine sur trois faces, le
devant en verre, le dessus en Plexiglass, munie d'une entrée et d'une
sortie de gaz. Le gaz, produit par un ozonateur, arrive par le tuyau
d'entrée et se mélange a l'air a lintérieur de la boite a l'aide d'un petit
ventilateur. A la sortie, le mélange passe a travers un filtre de charbon
activé avant d'étre évacué. La concentration d'ozone est mesurée grice a
un analyseur d'ozone (modele 8810, Monitor Laboratories Inc., San-Diego,
CA) qui permet de mesurer la concentration inférieure jusqu'a 5 ppb. On
trouve aussi un enregistreur (Fisher Recordall Series 5 000) qui enregistre

sur papier le déroulement de la fumigation.
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3.1.3 Appareillage de mesures

Deux méthodes complémentaires ont €été€ choisies pour effectuer les
mesures sur la photosynthése, soit la spectroscopie photoacoustique et la

spectroscopie de fluorescence. Le choix de ces méthodes est justifié par:

a) La disponibilit¢ de Il'appareillage (spectrometres photoacoustique
et de fluorescence) au Centre de recherche en photobiophysique

de 'UQTR.

b) La qualité des mesures obtenues dans des recherches antérieures.

Dans les paragraphes qui suivent, nous décrirons l'appareillage
utilisé.  Soulignons que la description de l'appareil photoacoustique fut

rendue possible grice aux écrits de Ducharme (1979).

3.1.3.1 Spectrometre photoacoustique

Il nous apparait important de rappeler au préalable le principe de la
spectroscopie photoacoustique qui consiste en la production d'ondes
acoustiques suite a Il'absorption d'un faisceau modulé de Ilumiére
monochromatique par un échantillon (un disque de feuille dans notre cas)
mis dans une cellule photoacoustique hermétique. Les ondes acoustiques

sont ensuite analysées et enregistrées.
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Le spectrométre photoacoustique que nous avons utilisé se trouve
schématisé a la figure 13. Il est composé par une source lumineuse, une
cellule de mesure et un dispositif d'aquisition du signal. La source
lumineuse est une lampe a arc de 1 000 W au xénon (modele 976C1010 de
Canrad-Hanovia, Newark, NJ) qui produit un faisceau lumineux. Celui-ci
est modifié a la suite de son passage a l'intérieur d'un monochromateur a
réseau (modele GMA-251-2 de Schoeffel Instruments Corporation,
Westwood, NJ). Ce monochromateur est caractéris€ par une distance focale
de 25 cm et une dispersion linéaire de 3,3 nm/mm. Nous pouvons régler
l'intensité lumineuse (entre 1 et 40 W m-2) par deux fentes sises aux
extrémités de l'appareil et balayer automatiquement dans un domaine de
longueurs d'onde situé entre 230 et 900 nm grice a un moteur relié a

I'ordinateur.

Le faisceau monochromatique devient modulé aprés son passage au
travers d'un modulateur (Scitec Instruments, Boston Electronics Corp.,
Brookline, MA). Ce dernier est constitué d'un disque métallique sur lequel
apparaissent alternativement des secteurs évidés et des secteurs pleins
d'égale dimension. Ce disque peut-€tre doté¢ de 2, 5 ou 10 ouvertures qui
permettent d'obtenir une plage de fréquences comprises entre 10 et
1 000 Hz. 11 existe, entre autres, une lentille convergente qui permet de
focaliser le faisceau, puis un filtre (modeéle GG 455 de Schott, Watford, UK)

dont le mécanisme de positionnement est relié a 1'ordinateur. Ce
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filtre élimine les harmoniques des longueurs d'onde supérieures a
500 nm. Finalement, on trouve un miroir concave dont la distance focale
est de 15cm et qui dirige le faisceau lumineux vers la cellule

photoacoustique.

Dans cette cellule photoacoustique, il se produit la conversion de
I'énergie lumineuse en énergie thermique puis acoustique aprés
absorption de la lumiere par l'échantillon. La cellule que nous avons
utilisée a été construite au Centre de recherche en photobiophysique de
I'UQTR et sa conception et ses caractéristiques ont fait 1'objet d'une
publication scientifique par Ducharme et al. (1979). Notons bien que cette
cellule photoacoustique est protégée des vibrations extérieures par une
table anti-vibration (modeéle TLI-386 de Technileb Instruments Inc,

Pequannock, NIJ).

Les ondes acoustiques générées par la cellule sont mesurées par un
microphone sensible du type condensateur-electret (modéle 1971-9601,
General Radio Company, Concord, MA). Les signaux sont ensuite
préamplifiés (amplificateur modele 1972-9600, General Radio Company,
Concord, MA), transmis a un amplificateur a verrouillage de phase (modéle
393 d'Ithaco-Dynatrac, Ithaca, NI), et tracés directement sur papier grace
a un enregistreur (modele 555-0000 de Linear, Reno,NE). Soulignons que
les données peuvent-étre stockées sur une disquette mou, grice a un
ordinateur (modeéle Apple Ile d'Apple, Cupertino, CA) pour fin de

traitement.
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Il importe de mentionner qu'on peut utiliser un faisceau de lumiere
blanche continue de forte intensité qui permet de saturer la photosynthese
lorsqu'on le désire. Ce faisceau actinique est produit par une lampe de
type tungsténe-quartz-halogéne (modele EKE, Sylvania) et conduit
jusqu'au-dessus de la cellule photoacoustique grice a une fibre optique
(Oriel Optics, Stratford, CO). Un filtre infrarouge est utilisé pour permettre

d'éliminer les longueurs d'onde supérieures a 850 nm.

Finalement, il nous reste a signaler que l'intensité lumineuse a été
mesurée a l'aide d'un photomeétre (modeéle LI-189 de LI-COR, Inc., Lincoln,

NE).

3.1.3.2 Spectrométre de fluorescence

Comme nous l'avons déja signalé dans le chapitre I, le principe de la
spectroscopie de fluorescence réside dans la mesure de la fluorescence
émise par la chlorophylle pouvant servir ainsi d'indicateur de l'activité

photosynthétique via l'effet Kautsky.

Le spectrofluorimétre dont nous nous sommes servi au cours de
notre étude est schématis€ a la figure 14 (modeéle 1870, Datamate de Spex
Industries Inc., Metuchen, NJ). Il est muni d'une lampe a arc au xénon, de
deux monochromateurs (modele 1681 Minimate-2). Le monochromateur
(M1) a l'excitation, sert a sélectionner la longueur d'onde de la lumiére

avec laquelle l'échantillon doit étre irradié, alors que le 2ieme (M) se
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trouvant a I'émission sert a sélectionner la longueur d'onde de

fluorescence regue par le systeme de détection.

On trouve également un porte-échantillon ayant deux angles de
détection possibles. Le porte-échantillon posseéde un obturateur manuel a
I'excitation qui nous permet de mettre l'échantillon en incubation lorsque
c'est requis et un compartiment pour placer un filtre sur le trajet de la
lumiére émise. Ce filtre sert a éliminer toute lumiére dispersante ayant

une longueur d'onde inférieure a 550 nm.

L'échantillon (disque de feuille verte dans notre cas) est placé entre
deux lamelles en quartz maintenues par un support qui est placé de
différentes fagons dans le porte-échantillon. Il existe aussi un polariseur
qui est placé aux deux positions d'émission. L'échantillon est excité avec
une lumiére monochromatique polarisée (A = 470 nm). La lumiere passe
ensuite dans le monochromateur (M) et atteint le photomultiplicateur
(modele R 928/115, Products for Research Inc., Danwers, MA) qui est placé
dans une chambre refroidie par circulation continue d'eau froide. De plus,
I'appareil est muni d'un ordinateur (Spex-Datamate) qui contrdle les deux
monochromateurs et enregistre les signaux regus par le
photomultiplicateur. Le spectrofluorimétre est aussi muni de quatres
fentes dont deux (2 et 4) sont placées de part et d'autre du
monochromateur (Mjp) permettant de faire varier respectivement
l'intensité et la lumiére d'excitation tandis que les deux autres fentes (8 et
10) sont mis de part et d'autre du monochromateur (M2) et permettent de

faire varier respectivement l'intensité et la résolution de I'émission. Il
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est toutefois important de souligner que le Spex modele 1870 est l'un des
rares appareils ayant un systeme de refroidissement a eau froide du
photomultiplicateur. Ce systéme nous permet de diminuer le bruit de fond
du détecteur di a l'éjection d'électrons, c'est ce que l'on nomme le bruit
Johnson "Johnson noise" qui est fonction de la température comme le

montre 1'équation suivante:

8 =4kTRAF (32)
Ou:
=2
€ R = bruit du voltage moyen au carré (volt)

AF = largeur de la bande de fréquence (Hz)
k = constante de Boltzmann (1,38.10-2 J deg-!)
= température absolue (K)

R = 1la résistance de 1'élément résistant ().

3.2 Méthodologie

3.2.1 'é }

Nous allons donner au préalable des renseignements sur le nombre
de sauvageons utilisés pour notre expérimentation ainsi que sur les

séances de fumigation a l'ozone (voir tableau 2). Quant 3 la fagon de

prendre les mesures, elle sera expliquée ultérieurement.
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Tableau 2

Renseignements sur la démarche méthodologique pour les sauvageons.

Nombre Concentrations d'O3 Nombre de fumigations

de plantes (ppm) par semaine (durée)
9 0,1 2 (7 heures chacune)
9 0,3 2 (7 heures chacune)
9 0,5 2 (7 heures chacune)
9 C (contrdle) 2 (7 heures chacune)

3.2.1.1 Nombre de sauvageons

Nous avons choisi au hasard 36 plantes ayant un méme niveau de
croissance. De ce nombre, nous avons constitué quatre groupes a raison de
neuf (9) plantes par groupe. Précisons que le choix du nombre total des
sauvageons a €té justifié par la capacité de la chambre de fumigation a

recevoir les pots contenant les plantes.
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3.2.1.2 Séances de fumigation

Les séances de fumigation a l'ozone ont commencé au mois de juin
1991. Les concentrations d'ozone retenues sont en plus de celle du
contrdle (0 ppm), 0,1, 0,3 et 0,5 ppm. Pourquoi précisément ces
concentfations? Parce qu'on a trouvé des concentrations 0,1 et 0,3 ppm
dans l'environnement lors d'une journée légérement brumeuses "Smog"
alors qu'on a enregistré une concentration maximale de 0,5 ppm dans les

atmosphéres urbaines aux Etats-Unis.

Les quatre groupes de sauvageons d'érable a sucre ont été fumigés
(dans la chambre de fumigation: T=30 + 4 °©C; H.R.=45-55%) respectivement
aux concentrations 0, 0,1, 0,3 et 0,5 ppm, a raison de deux fumigations de
sept (7) heures chacune par semaine, et ceci jusqu'au mois d'aodt 1991. 11
nous faut souligner que la durée totale d'exposition a l'ozone était de 140
heures pour chaque concentration. C'est le maximum d'heures qu'on a pu
faire compte tenu des contraintes de temps imposées par les séances de
mesures. En effet, il a fallu faire les mesures immédiatement apres les

fumigations.
3.2.2 i 'é :

3.2.2.1 Technique de stratification des semijs

Le tableau 3 présente la description de la technique de stratification

grice a laquelle on a obtenu un pourcentage de germination
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Tableau 3

Technique de stratification.

Etapes Description

1 Tremper les graines d'érable a sucre, retenues au moyen
d'un coton a fromage dans l'eau distillé a 3-5 °oC.

2 Rincer les graines a l'eau courante et changer l'eau de
trempage a tous les jours aprés l'observation d'une coloration
brune de la solution de trempage. Ceci permet d'enlever des
composés (phénols) inhibant la germination.

3 Planter les graines aprés environ dix (10) jours dans des
bacs contenant du sable humide.

4 Mettre au froid (température entre 3 et 5 °©C) et a l'obscurité.
Les premieres graines peuvent germer aprés environ un
mois, mais il nous fallut attendre trois a quatre semaines
avant d'en avoir suffisamment pour la transplantation.

5 Faire la transplantation dans un mélange 3:2:1 (v:iviv) terre

organique a jardin: vermiculite: tourbe de sphaigne et bien
humecter. Le moment idéal pour transplanter est lorsque
la racine a 4 3 6 cm de longueur et qu'elle est recouverte
de nombreux poils absorbants.
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6 Arroser les semis a chaque 4-5 jours avec la solution
d'arrosage*.

* La solution d'arrosage est décrite dans le tableau 4.
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d'environ 75%. Concernant le pourcentage de succés (plantes appropriées
pour les mesures), il était d'environ 15% car une forte proportion des
plantes n'ont pas pu dépasser le stade de cotylédons. De plus, il nous faut
souligner que, d'une part, ces semis ont €été arrosés avec une solution
d'arrosage dont la recette est consignée au tableau 4 et d'autre part,
certaines précautions, décrites au tableau 5, ont été prises pour pouvoir

réussir la croissance des semis.

3.2.2.2 Expérimentation sur les semis

Le tableau 6 présente le nombre de semis utilis€s et la durée des
fumigations a l'ozone. Pour ce qui est de la prise des mesures, elle sera

expliquée dans la section réservée aux prises de mesures.

3.2.2.2.1 Nombre de semis

Dans ce cas, le choix du nombre des semis a été dicté par le
pourcentage de succes de la technique de stratification (15%). Ainsi, nous
avons conservé 21 semis que nous avons répartis équitablement dans trois

groupes.



Tableau 4

Solution d'arrosage pour l'érable a sucre.

C M (g) mg(g) Vs(ml) Feg(X) V* (ml) [Cf (M)
MnCl2.4H20 197,91 1,38 250 4 000 45 7,0.10°6
Ca(NO3)2.4H20 236,15 141,68 1 000 200 90,0 3,0.10-3
MgS04.7H20 246,48 98,59 1000 200 90,0 2,0.10-3
FeNaEDTA 367,05 16,35 1000 500 36,0 8,9.105
H3BO3 61,83 2,31 250 4 000 4,5 3,7.10
MoO3 143,94 0,43 1 000 1 000 18,0 3,0.107
KNO3 101,10 40,44 1 000 200 90,0 2,0.10-3
KHPOy 136,09 54,44 1 000 200 90,0 2,0.10~3
ZnClp 136,28 0,19 500 4 000 4,5 7,0.107
CuClp 170,48 0,10 500 4 000 45 3,0.107

6.
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Légende du tableau (4):

C : composé

M : masse molaire (g)

mg : masse dans la solution-mere (g)

Vs : volume de la solution-mére (ml)

Fcg : facteur de concentration de la solution-mere
V* : volume pour 18 | d'eau.

Crf : concentration finale (M)

N.B. Cette recette a été préparée par Charlebois (1992, résultats inédits).

Le pH de cette solution est d'environ 5. On doit l'ajuster par la suite a 5,6.
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Tableau S

Précautions a prendre pour l'obtention des semis.

Précautions

Le sable doit-étre premierement humidifié et par
la suite stérilis€.

Les bacs de germination doivent-étre désinfectés avec
I'eau de Javel (légérement diluée) pendant environ

N

une heure, puis rincés a l'eau de robinet.

L'épaisseur du sable sur les bacs doit-€tre suffisante
(environ 5 cm) pour permettre une pénétration des
racines sans les faire courber. Un niveau important
de sable assure un niveau stable d'humidité durant
toute la période de stratification.

Les plateaux de 30 x 60 cm peuvent

contenir, individuellement, jusqu'a 350 graines d'érable

a sucre, il faut éviter un rangement trop serré des graines
pour empécher un enchevétrement des racines au
moment de la germination.

Un fongicide (Bénomyl) doit-€tre appliqué au
pulvérisateur sur les plateaux et aprés

chaque transplantation pour réduire au maximum
les risques de contamination (qui pourraient bien
étre endogenes).
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Sommaire de la démarche méthodologique pour les semis.

Nombre de plantes

Concentrations d'O3

Nombre de fumigations

(ppm) par semaine
7 0,1 2 (7 heures chacune)
7 0,5 2 (7 heures chacune)
7 O (contrdle) 2 (7 heures chacune)
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3.2.2.2.2 Séances de fumigation

Les séances de fumigation a l'ozone ont débuté au mois d'octobre
1991. Les concentrations d'ozone choisies sont les mémes que pour les
sauvageons, c'est-a-dire 0, 0,1 et 0,5 ppm. Cependant la concentration 0,3
ppm n'a pas été retenue faute de plantes disponibles. La fumigation a 0,1
et 0,5 ppm d'0; se déroulait de la méme fagon que pour ce qui est décrit
pour les sauvageons, c'est-a-dire chaque groupe composé de 7 semis a subi
a chaque semaine deux fumigations (chambre de fumigation: T=23+2 °C,
H.R. = 303 %) chacune et ceci jusqu'au mois de novembre 1991; date a
laquelle les plantes fumigées ont montré un état de stress (desséchement

des feuilles, etc.) en comparaison avec les plantes contrdles.

3.2.3 Prise des mesures

Les mesures par la spectroscopie photoacoustique et de fluorescence
ont €été effectuées parallelement d'une part sur les sauvageons et d'autre
part sur les semis. Dans les prochaines lignes, nous décrirons la fagon de

prendre les mesures.

3.2.3.1 Mesures photoacoustiques
3.2.3.1.1 Echantillon

Nous avons prélevé des disques de 1,5 cm de diamétre sur des

feuilles d'érable a sucre. Ces disques provenaient, a chaque fois, de la face
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supérieure des feuilles les plus exposées a 1'ozone. Le nombre des disques
de feuilles de sauvageons était de 90 (9 disques par semaine pendant 10
semaines) par concentration. Ainsi nous avions un total de 360
échantillons pour les quatres concentrations (0, 0,1, 0,3 et 0,5 ppm)
retenues pour notre expérimentation. Dans le cas des semis, nous avons
pris 35 disques (7 disques par semaine durant cinq semaines) par
concentration. Ce qui nous a donné un total de 105 échantillons pour les

trois concentrations choisies d'ozone (0, 0,1 et 0,5).

3.2.3.1.2 Parameétres 4 mesurer

D'aprés Bults et al. (1982), Poulet et al. (1980), les parametres qui
donnent une idée générale sur l'activité  photosynthétique de la plante
sont le dégagement d'oxygeéne et l'emmagasinage d'énergie photochimique.
Concernant ce dernier, il nous faut mentionner qu'il représente la partie de
I'énergie absorbée par la plante et utilis€e pour son activité
photosynthétique. De plus, il nous apparait important de ne pas passer
sous silence le dégagement de la chaleur qui est un parameétre indiquant la
quantité de lumiére absorbée par la plante et qui est transformée sous
forme de chaleur. Indéniablement, ce dernier parametre nous permet de

normaliser la composante de dégagement d'oxygéne.

3.2.3.1.3 Mesures

Chaque disque de feuille provenant de l'érable a sucre a été éclairé
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pendant 10 a 15 minutes avec une lumieére blanche continue et transféré
par la suite, a la cellule photoacoustique ou il est éclairé avec la lumiere
modulée. La longueur d'onde est fixée a 680 nm, l'intensité¢ lumineuse
modulée 3 8 W m-2 et l'intensité lumineuse du faisceau saturant, c'est-a-
dire l'intensité de la lumiére blanche, généralement utilisée est de

300 W m-2. Notons que le faisceau actinique a été appliqué de fagon
répétée nous permettant ainsi de mesurer séparément la composante du
dégagement d'0 et la composante thermique a basse fréquence tandis
que l'emmagasinage d'énergie photochimique a été obtenu a une

fréquence de modulation élevée.

A) E . ' . | himi

D'aprés Bults et al. (op cit), la valeur de I'EEP est déterminée en
travaillant a des fréquences de modulation élevées (au-dela de 250 Hz).
Cependant, Charland (1989) a démontré que, dans le cas de l'érable a
sucre, il suffit d'utiliser une fréquence de modulation aux alentours de
80 Hz. Quant a nous, nous avons fait appel a une fréquence de modulation
de 175 Hz car elle s'est avérée efficace pour obtenir la valeur de I'EEP lors

d'une pré-expérimentation.
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Ainsi, en travaillant a des fréquences élevées, seule la composante
thermique est détectée alors que la composante reliée a 1'oxygeéne
disparait car l'oxygeéne n'a pas le temps de diffuser jusqu'a la surface de la
feuille. Dans ce cas, la composante de I'EEP est déterminée en appliquant
un faisceau continu de forte intensité (faisceau saturant) (fig. 15 a). La

valeur de I'EEP est exprimée par la formule suivante:

EEP = (M) x 100

ms (33)
Qms: représente le signal thermique maximal mesuré en présence du
faisceau modulé et saturant tandis que Qp est le signal thermique mesuré

en présence du faisceau modulé.

B) D& I S . de chal

Il est a noter que la diffusion de l'oxygeéne et de la chaleur ne se fait
pas a la méme vitesse dans la feuille. Les vecteurs de chacun de ces deux
parametres présentent alors des angles de phase différents,
conséquemment, les mesures du signal du dégagement de l'oxygéne et
celui de la chaleur se font séparément en phase et en quadrature en

utilisant un amplificateur a verrouillage de phase (fig. 16).

Pour obtenir la composante reliée au dégagement d'0O,, nous avons
utilis€é une basse fréquence de modulation (25 Hz). En allumant le faisceau
saturant, les composantes reliées a L'EEP et a 1'0, disparaissent et seul le

signal thermique est détecté. Ainsi, nous avons ajusté l'angle
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SIGNAL EN QUADRATURE (sinus)

SIGNAL EN PHASE (cosinus)

Figure 16 : Représentation vectorielle des composantes du signal
photoacoustique dans les feuilles a faible
fréquence de modulation (f = 25 Hz) avec ajustement
des phases.
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de phase de l'amplificateur pour annuler le signal thermique dans le canal

sinus (quadrature) et l'enregistrer dans le canal du cosinus (phase).

Par la suite, en éliminant le faisceau saturant, les composantes
reliées a I'EEP et a 1'0, réapparaissent (fig. 15b).  Sachant que I'EEP,
déterminé a haute fréquence de modulation, est similaire a celui
déterminé a basse fréquence (Bults et al., 1982), l'amplitude du signal

d'oxygéne est obtenue par 1'équation suivante:

Aop =/ (QuisP +[Quie) -1 - (EE] Qo]

(34)
Qms(09): représente l'amplitude du signal photoacoustique sous l'effet des
faisceaux modulés et actiniques (en phase), Qmn(0°): est l'amplitude du
signal photoacoustique en présence du faisceau modulé (en phase) et
enfin, Qm(90°) représente 1l'amplitude du signal photoacoustique en
présence du faisceau modulé (en quadrature). La démonstration de

I'équation (34) est donnée dans I'annexe I.

Finalement, pour obtenir un autre parameétre dont on tient compte
pour étudier l'effet de 1'ozone sur la photosynthése, nous avons normalisé
I'amplitude du signal d'oxygeéne. Ainsi ce parametre est obtenu en
divisant l'amplitude du signal oxygénique (Aoz) par le signal thermique
maximal (Ap;) a basse fréquence de modulation (25 Hz). De fagon plus

claire, la formule mathématique de ce parametre est: Aoz/Ap:.
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3.2.3.2 Mesures de fluorescence

3.2.3.2.1 Echantillon,

Nous avons prélevé des disques de 1,5 cm de diametre sur des
feuilles d'érable a sucre. Chaque disque prélevé pour servir de matériel a
la fluorescence provenait de la méme feuille que celle utilisée pour obtenir
les mesures photoacoustiques. Il nous faut préciser que le nombre total
des échantillons pris des sauvageons durant les 10 semaines de mesure
était de 90. Cependant, le nombre total d'échantillons provenant des semis
était de 35 a cause évidemment du nombre des séances de mesure (5

semaines au lieu de 10).

3.2.3.2.2 Parameétres 2 mesurer

Lors des mesures de fluorescence, nous nous sommes intéressés a
mesurer la cinétique d'induction de la fluorescence chlorophyllienne (Effet
Kautsky). Cette cinétique est obtenue lorsqu'un disque de feuille verte est
placé dans l'obscurité pendant 15 minutes puis soumis brusquement a un
éclairement. L'indice d'adaptation ainsi que le rapport de la fluorescence

chlorophyllienne ont également été mesurés.

A) Indi | italite

Le rapport de la décroissance de la fluorescence (Fq) de la
fluorescence maximale (Fpax) jusqu'a 1'état stationnaire de la fluorescence
(Fs) est donnée par l'équation (35) qui permet d'obtenir l'indice de vitalité

Req.
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Rfd=l:“max‘l:"s= Fq
Fs Fs (35)

B) Indice d'adaptation

Il est obtenu a partir d'indices de vitalit¢é (R'¢gq et R"¢4) mesurés

respectivement a 685 et 735 nm. Son expression mathématique est la

suivante:
Ap=1-LiB$
1 +Rgy (36)
Ou:
R'fq : représente l'indice de vitalité mesuré a 685 nm.
R"sqg : est l'indice de vitalité mesuré a 735 nm.

"3.2.3.2.3 Mesures

Nous avons mis le disque de feuille d'érable a sucre entre deux
lamelles et l'avons placé dans le porte-échantillon du spectrofluorimetre, a
I'obscurité pendant 15 minutes. Ensuite, nous avons é&clairé 1'échantillon
avec une lumiere de 470 nm, les fentes des deux monochromateurs ont été
ouverts d'un diamétre de 1;0,3;0,3;0,3 mm, soit les numéros 2, 4, 8 et 10

respectivement de la figure 14.
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La détection est faite a deux longueurs d'onde pour le méme
échantillon, 3 685 nm en premier lieu, puis a 735 nm aprés réadaptation
de l'échantillon a I'obscurité pendant 15 minutes. Notons que nous avons
enregistré la courbe cinétique de l'induction pour chacune des deux

longueurs d'onde de détection.

Nous avons choisi ces deux longueurs d'onde parce que le spectre
d'émission de la fluorescence chlorophyllienne pour la feuille d'érable a

sucre a montré deux maxima correspondants aux valeurs 685 et 735 nm.



CHAPITRE 1V

Pl

RESULTATS ET DISCUSSION

Comme nous l'avons déja mentionné, 1'étude de l'effet a long terme
d'ozone sur la photosynthése de l'érable a sucre a été déterminée sur la
base des mesures de certains parametres photosynthétiques. Ces derniers
ont été déterminés a l'aide de deux méthodes spectroscopiques soient: la
spectroscopie photoacoustique et la spectroscopie de fluorescence. Dans ce
chapitre, nous commencerons par présenter les résultats obtenus en
utilisant les plantes }sauvageons (5 a 7 ans), puis ceux obtenus avec nos
expériences sur les semis (3 a 4 mois). Par la suite nous présenterons une

discussion sur l'ensemble de nos observations expérimentales.

4.1 Reésultats sur les sauvageons

4.1.1 Parameétres photoacoustiques

Les résultats photoacoustiques ont été exprimés en terme de
I'emmagasinage d'énergie photosynthétique (EEP), l'amplitude thermique
maximale (Ap:), l'amplitude d'oxygéne (Ap,) et l'amplitude d'oxygene
normalisée par rapport au signal thermique (Ao2/Apt). Il nous importe de
noter que dans tous nos rtésultats qui seront donnés sous forme de

courbes, nous avons présenté un seul écart-type pour chacune des
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courbes. Dans I'annexe II, nous retrouverons des tableaux qui englobent
les moyennes et les écart-types pour chaque parametre donné pour les
quatres groupes de plantes. De plus, chaque point représenté sur la

courbe est la moyenne de neuf échantillons mesurés.

4.1.1.1 Emmagasinage d'énergie photosynthétique

Les résultats associés a la mesure de EEP en fonction du temps, c'est-
a-dire durant les 10 semaines de traitement a l'ozone, sont illustrés dans
la figure 17. Nous constatons que pour la courbe du groupe contrdle, les
valeurs ont passé de 52,40% a 34,50% durant les trois premiéres semaines
de nos expériences, mais a partir de la 3 ieéme semaine elles n'ont pas
beaucoup vari€ées dans le temps si on fait exception du pic observé vers la
6 ieme semaine. Cette diminution observée au début ne peut Etre
attribuée qu'a un changement morphologique ou physiologique brusque
qu'ont subi ces plantes, un changement qui peut étre reli€é plus a la nature
puisque, rappelons le, nos quatre groupes de plantes ont été placés dans
des conditions identiques. Pour le lot traité a 0,1 ppm, les valeurs de EEP
sont restées stables dans le temps, elles ont varié de 32% a 35%. A la fin
des traitements, c'est-a-dire aprés 140 heures de fumigation, les résultats
obtenus pour ce parametre avec le traitement 0,1 ppm ne différent guére

de ceux du contrdle. Les plantes traitées a 0,3 ppm ont réagi

pratiquement de la méme fagcon que celles traitées a 0,1 ppm au cours des
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10 semaines d'exposition a l'ozone. A la fin des fumigations, I'EEP a des
valeurs trés proches de celles du contréle et du traitement a 0,1 ppm.
Finalement, la 4 iéme courbe représentant le lot traité a 0,5 ppm montre
une allure semblable a celles des lots 0,1 ppm et 0,3 ppm, mais avec une
légere diminution vers la fin des expériences. Une analyse de variance a
un critere de classification, appliquée aux valeurs de EEP obtenues pour les
quatre groupes de plantes, a révélé qu'effectivement, il n' y avait aucune
différence significative entre les lots traités et le lot contréle. Il nous faut,
toutefois, signaler que nous nous sommes intéress€s a voir les résultats de
I'analyse de variance uniquement pour la 10 i¢me semaine pour EEP, ainsi
que pour les autres paramétres que nous allons donner par la suite,
puisque notre objectif est 1'étude de l'effet a long terme, donc ce qui nous
est important a retenir le plus ce sont les résultats obtenus vers la fin des

fumigations a 1'ozone.

Donc, nous constatons que le paramétre EEP est demeuré semblable
pour les trois concentrations utilisées d'ozone en comparaison avec le lot
qui sert de contréle. Toutefois, nous pouvons noter une faible tendance a
la baisse dans le temps pour tous les groupes mais qui est négligeable.
Nous pouvons conclure que l'ozone a 0,1, 0,3 et 0,5 ppm n'avait aucun effet

sur l'emmagasinage d'énergie photosynthétique.

4.1.1.2 Amplitude thermique maximale

Les variations du paramétre Ap:; tout au long des traitements sont

présentées dans la figure 18 en fonction du temps. De facon générale, les
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quatre courbes ont subi une hausse importante a partir de la 4 iéme
semaine (pente fortement positive avec un coefficient de corrélation r de
0,76 a 0,83). A la fin des expériences, les plantes traitées aux différentes
concentrations d'ozone ne montrent aucune différence significative avec
les plantes qui ont servi de contréle, donc nous pouvons dire que l'ozone
aux concentrations utilisées n'a également pas agi sur le signal thermique

maximale aprés 140 heures de fumigation.

Sachant que le signal thermique dépend dans une large mesure des
propriétés thermiques de I'échantillon qui sont elles méme dépendantes
de la teneur en eau de ce dernier, l'augmentation de ce parametre
observée au cours des traitements peut é&tre expliquée par une
déshydratation des feuilles qui a pu_ survenir 2 cause des journées chaudes
du mois de juillet et début aolit. En effet, la diffusivité thermique o d'un

échantillon (dans notre cas l'échantillon est une feuille) est donnée par la

relation:

K

o= — (37)

G, P

x : conductivité thermique (J m-! s-1 K-1)
-1 -1

Cp : capacité calorifique a pression constante (Jkg” K7).
p : masse volumique (kg m-3).

Le paramétre thermique o varie suivant les milieux puisque les
parametres X, Cp et p varient. Etant donné que nos expériences se

déroulaient dans le temps et que nos plantes étaient exposées aux
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conditions environnementales, les variations climatiques auraient jouées
un rdle considérable sur ces derniéres. Les changements de témpérature
observés ont pu modifier les parametres thermiques des feuilles par la
déshydratation causée par les températures élevées surtout entre la
4 ieme et la 8 iéme semaine. Effectivement, nous considérons deux
milieux de feuilles qui ont un pourcentage d'eau différent, pris dans des
temps différents au cours de nos expériences. Le 2ieme milieu posséde
moins d'eau que le premier milieu a cause du phénomene de
déshydratation. Par conséquent, la diffusivité thermique o] sera plus
faible que a2 car nous supposons que la densité massique diminue
puisqu'on sait que la teneur en eau dans la feuille a diminué. De plus, si la
feuille possede moins d'eau, il y aura création de plus d'espace d'air a
I'intérieur de I'échantillon et on sait aussi que la capacité calorifique C,
dans l'air est inférieure a celle dans I'eau, par conséquent cette derniere
diminue également dans nos conditions. Finalement, la conductivité
thermique ¥ dans l'eau est inférieure a celle de l'air (a titre d'exemple: a
26,7 °C, Keau=42,57E-6; Xair=62,20E-6 en cal cm-! s-1°C-1). Par
conséquent, la diffusivité thermique o de l'échantillon a augmenté dans le

temps.

D'ailleurs, selon Cahen et al., 1980, le signal photoacoustique dépend

largement aussi bien du coefficient d'absorption B que celui de diffusion

thermique S, les deux paramétres ont la méme dimension (cm-l).

La longueur de diffusion thermique ps dépend des propriétés

thermiques de l'échantillon et de la fréquence de modulation.
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Us =/ R
nfp Cp (38)

Dans nos expériences, nous supposons que K a augmenté, p et C ont
diminué et la fréquence de modulation f est constante, donc la longueur de
diffusion thermique augmentera. Par conséquent, le dégagement de
chaleur sera plus important dans ces conditions ce qui explique la hausse

de l'amplitude thermique obtenue dans nos résultats.

Finalement, la diminution du signal thermique observée vers la fin
de nos traitements peut é€tre expliquée simplement par le retour normal

de la teneur en eau dans la feuille.

4.1.1.3 Amplitude d'oxygéne

Dans la figure 19, nous présentons les variations du signal brut
d'oxygéne pour les lots traités a 0,1, 0,3 et 0,5 ppm et le lot servant de
contrdle en fonction du temps. Au cours des quatres premiéres semaines
des traitements, les courbes correspondants aux quatre lots n'ont pas
beaucoup variées pendant cette période et sont restées presque au méme
niveau. Cependant aprés la 4 iéme semaine, nous observons une hausse
dans le signal d'oxygéne pour tous les groupes de plantes (pente
légérement positive avec un coefficient de correlation de 0,48 a 0,68).
Notons toutefois que, pour le contréle et le lot traité a 0,1 ppm, des pics
ont été observés respectivement vers la 8 i€éme et 9 ieme semaine de nos
expériences. Retenons que ces pics coincident pendant la méme période

ol nous avons observé d'autres pics pour ces deux lots dans le cas du
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paramétre thermique maximal. A la fin des traitements, les valeurs de
I'amplitude d'oxygéne ont diminué pour tout les groupes, c'est-a-dire aussi
bien pour les plantes traitées que les plantes de contréle. L'analyse de
variance a montré qu'il n'y a aucune différence significative entre Ile
contrdle et les traitements. Par conséquent l'ozone n'a pas agi sur ce

parametre.

Concernant l'augmentation du signal d'oxygene observée pour tous
les groupes de plantes, elle ne peut pas é&tre expliquée par une
augmentation de l'activité photosynthétique des plantes puisque I'EEP, qui
est un bon indicateur de cette activité, est demeuré pratiquement stable
durant le déroulement des traitements. Toutefois, cette élévation dans le
signal peut étre liée au taux de diffusion de l'oxygéne qui a pu changer par
suite des variations survenues a l'intérieur de 'échantillon, variations
associées beaucoup plus au phénomeéne de déshydratation. En effet,
comme nous l'avons déja indiqué, une diminution dans le pourcentage
d'eau a l'intérieur d'une feuille va créer plus d'espaces aériféres dans cette
derniere. Conséquemment, l'oxygeéne va diffuser plus rapidement dans ces
conditions. Ainsi en appliquant 1'équation 39 de la variation de pression
due uniquement au dégagement d'oxygéne développée par Bults et al.
(1982), nous constatons que le taux de diffusion est proportionnelle a la
variation de pression P. Par conséquent, un changement dans ce taux
entrainera un changement dans la pression. Dans le cas de nos
expériences, nous considérons que Py, Co, V, 7, o, et  sont constantes dans

le temps car nous avons utilis¢é les méme conditions pour toutes les
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s
mesures.  Signalons que le produit ( \'1 K+ ? ) est di a des
réactions qui se font trés rapidement dans le temps et qui ne peuvent pas
étre détectées avec la spectroscopie photoacoustique modulée, nous
supposons que ce produit est constant dans nos conditions. La variation de
pression va étre donc plus dépendante du taux de diffusion de I'oxygeéne
(D). Ainsi une élevation de ce taux va engendrer une pression plus élevée,
autrement dit, il y aura plus d'oxygéne qui a diffusé a la surface de
I'échantillon et qui est détecté par le microphone, alors l'amplitude de

l'oxygéne est plus élevée.

P| = YPO Y K, 'f
S R s

(39)

y : rapport Cp/Cy
Po : pression ambiante (bar)

concentration moyenne ambiante (mol cm'3)

Go

® : fréquence angulaire
\% volume total du gaz
D

taux de diffusion

1 : épaisseur de I'échantillon
I . intensit¢ (W m'2)
¢ : flux de chaleur

De plus, nous avons remarqué que les signaux thermique et
oxygénique présentent un pic pendant la méme période aussi bien pour le

groupe contréle que pour le lot traité a 0,1 ppm, nos résultats concordent
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bien puisque, comme nous l'avons dit, plus le pourcentage d'eau diminue
dans l'échantillon, plus il en résulte d'une part une augmentation dans le
signal thermique due a une hausse dans la longueur de diffusion
thermique, et d'autre part, une augmentation dans le signal d'oxygéne qui

est due a une élévation dans le taux de diffusion.

Tout d'abord, rappelons que le signal d'oxygéne brut a €été normalisé
par rapport au signal thermique maximal. Notons aussi que le vecteur de
dégagement d'oxygeéne représente l'activité photosynthétique proprement
dite, la division par le vecteur thermique permet d'obtenir une référence
puisque son amplitude est directement liée a la quantité de chlorophylle
présente dans la feuille. Donc, les variations du rapport Agz/Apt devraient
€tre largement dépendantes des variations obtenues avec les signaux

thermique et oxygénique dans le temps.

Les résultats obtenus avec ce paramétre sont illustrés dans la figure
20 en fonction du temps. Nous observons que les quatre courbes accusent
une diminution dans le temps pour ce parameétre sans montrer une
différence significative entre les plantes traitées avec les trois
concentrations et les plantes servant de contréle. Donc, les fumigations a
I'ozone n'ont montré également aucun effet sur le signal d'oxygene
normalis€. Cependant, la diminution observée pour tous les lots de plantes
est due principalement a une hausse du signal thermique maximal plus

importante que celle observée dans le cas du signal d'oxygene.
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Ces résultats obtenus en travaillant avec des plantes de sauvageons
nous montrent bien que l'ozone a 0,1, 0,3 et 0,5 ppm n'a agi sur aucun des
parametres photoacoustiques mesurés, ces parametres qui reflétent
I'activité photosynthétique de la plante. Conséquemment, nous pouvons
conclure qu'avec la méthode de la spectroscopie photoacoustique, 1'ozone
n'a engendré aucun effet sur I'activité photosynthétique des sauvageons

de 1'érable a sucre.

Au cours des prochaines lignes, nous présentons les résultats
obtenus avec la spectroscopie de fluorescence qui nous permet également

de mesurer des paramétres photosynthétiques.

4.1.2 Parametres de fluorescence

Les résultats de fluorescence ont été exprimés en terme d'indice de
vitalité mesuré a 685 nm et a 735 nm, Rfq, d'indice d'adaptation au stress,
Apet de rapport servant d'indicateur de la teneur en chlorophylle,
Fegs5/F735. Il est important de noter que nous avons mesuré Rfy mé€me a
735 nm pour calculer l'indice d'adaptation qui est fonction de Rfy mesuré
aux deux longueurs d'onde et pour obtenir également le rapport

F685/F735 nm.

Notons aussi que méme pour ces résultats de fluorescence, nous
avons présenté un seul écart-type sur chaque courbe, des tableaux
englobant les moyennes et les écart-types pour tous les parametres sont

donnés en annexe III.
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4.1.2.1 Indice de vitalité

Les courbes illustrant les résultats obtenus pour l'indice de vitalité
mesuré a4 685 nm et & 735 nm sont présentées respectivement dans les
figures 21 et 22 en fonction du temps durant les dix semaines de
traitement. A l'examen de ces courbes, nous constatons que les quatre lots
de plantes représentant respectivement le controle et les traitements 2a
0,1, 0,3 et 0,5 ppm, montrent une diminution dans le temps aussi bien
pour Rf4 mesuré a 685 nm que pour celui mesuré a 735 nm. Pour le
premier parametre, les courbes affichent.une pente négative (avec un
coefficient de correlation r de 0,70 a 0,90). L'analyse de variance a un
crittre de classification a montré qu'il n'y a aucune différence significative
entre les plantes traitées et les plantes contréle aprés les dernieres
séances de fumigation. Par conséquent, nous pouvons en conclure que

I'ozone n'a joué aucun r1d6le dans cette diminution observée pour Rggq

mesuré aux deux longueurs d'onde.

Nous remarquons que les valeurs de cet indice mesuré a 685 nm
sont plus élevées que celles mesurées a 735 nm. En effet, selon
Lichtenthaler et Rinderle (1988), cette différence dans les valeurs peut
étre expliquée par le fait que l'intensité de la fluorescence dans la région
de 685 2 690 nm diminue beaucoup plus que celles de 735 a4 740 nm. Par
conséquent, les valeurs de Rfq a 685 nm seront plus élevées que celles

obtenues a 735 nm.
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La diminution de Rfq dans le temps rejoint celle observée dans le cas
d'oxygéne normalisé. Nous avons attribué cette diminution également a

une déshydratation des feuilles.

En effet des expériences faites par Lichtenthaler et Rinderle (1988)
sur des feuilles du hétre rouge et des aiguilles de sapin ont montré que les
valeurs de l'indice de vitalité ont été correlées avec la différence dans le
potentiel d'eau dans la feuille. Pendant un été chaud et des journées
seches, l'indice de vitalité pouvait diminuer de 10-30 % indiquant que le
processus de la photosyntheése a €été légérement affecté par le phénomene

de déshydratation qu'on subi les feuilles pendant cette période.

D'autre part, comme nous l'avons déja mentionné dans la section 2.2,
il a été aussi démontré que les valeurs de Rfq varient suivant la saison.
Ainsi des jeunes feuilles formées au printemps ou précocement en €té ont
des valeurs de Rgq plus élevées que celles des feuilles qui sont "adultes”
en aodt. Nous supposons que ce phénomeéne a pu jouer €galement un rdle

non négligeable dans cette diminution de Rfgy dans le temps.

Donc, le traitement a l'ozone n'a aucun effet sur l'indice de vitalité
qui est aussi un indicateur du potentiel de l'activité photosynthétique des

sauvageons de l'érable a sucre.
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4.1.2.2 Indice d'adaptation au stress

Les résultats obtenus pour ce parameétre (fig. 23) font ressortir que
les courbes des plants contrdle et celles traitées varient de la méme fagon
au cours des 10 semaines de traitement sans montrer une différence

significative entre le contrdle et les traitements a la fin des expériences.

Ceci nous amene a conclure que l'ozone n'a aucun effet sur ce
paramétre. Notons que dans la littérature, il a été démontré qu'un indice
d'adaptation Ap supérieure a 0,15 chez une plante lui permet de s'adapter

mieux aux stress causés a ces plantes.

4.1.2.3 Rapport de la fluorescence chlorophyllienne

Les courbes représentants les valeurs du rapport Fggs/F735 obtenues
sont présentées dans la figure 24. Nous constatons que méme avec ce
parametre, les plantes traitées varient de fagon semblable que les plantes
contréles. A la fin du traitement nous obtenons aucune différence
significative entre les groupes de plantes. Rappelons que le rapport
Fegs/F735 est considéré comme une méthode trés appropriée pour
déterminer les changements de la teneur en chlorophylle d'une feuille.
Donc ces résultats nous montrent qu'effectivement nos traitements a

I'ozone n'avaient aucun effet sur le contenu chlorophyllien des plantes.
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En se basant sur ces résultats, nous pouvons en conclure que la
densité chlorophyllienne dans les feuilles n'as pas beaucoup changé lors de
nos expériences pour les quatre groupes de plantes. Ceci confirme bien

que la photosynthése n'a pas été affectée par les traitements a l'ozone.

Nos résultats obtenus sur les parameétres photoacoustique et de
fluorescence montrent bien que l'ozone n'agit sur aucun d'eux. Par
conséquent, nos données obtenues avec les deux méthodes
spectroscopiques s'accordent pour dire que l'ozone a 0,1, 0,3 et 0,5 ppm ne
semble avoir aucun effet a long terme sur l'activité photosynthétique des

sauvageons de l'érable a sucre.
Alors qu'en est-il pour les semis (3-4 mois) de I'érable a sucre?

4.2 Résultats sur les plantes de semis
4.2.1 Parametres photoacoustiques

Les parametres photoacoustiques mesurés en utilisant les semis sont
les mémes que ceux mesurés avec les sauvageons. De plus, rappelons que
nous avons travaillé dans les méme conditions que ces derniers. Nous
signalons également que nous avons présenté un é€cart-type pour chaque
courbe. Nous retrouverons dans l'annexe IV les moyennes avec les écart-

types pour tous les paramétres que nous présentons dans ce qui suit..
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4.2.1.1 i 'é i St

La figure 25 présente sous forme de courbes les résultats associés au
parametre EEP en fonction du temps durant les cinq semaines de
traitement. La courbe du lot contréle a légerement variée dans le temps,
mais a la fin des expériences, la moyenne des valeurs de EEP est
pratiquement la méme que celle obtenue au début. En observant la
courbe du lot trait¢é a 0,1 ppm, nous constatons qu'aux deux premiéres
semaines de traitement, I'EEP est resté presque stable. Cependant apres la
2iéme semaine, la courbe accuse une diminution (pente négative avec un
coefficient de correlation r de 0,94) dans le temps passant d'une valeur de
29,08% a 17,77% apres 70 heures de fumigation a l'ozone a 0,1 ppm.

Concernant le groupe trait¢é a 0,5 .ppm, la courbe correspondante affiche

€galement une pente négative (avec r = 0.78).

Pour les deux lots traités respectivement a 0,1 et 0,5 ppm, I'EEP a
diminué de 30% par rapport au contrdle. L'analyse de variance a montré
qu'il n'y a pas de différence significative entre les traitements et le
controle a la fin des fumigations. Nous constatons alors que EEP a diminué
dans le temps, ce qui veut dire que l'activité photosynthétique a été
affectée. @~ Nous pensons que méme s'il n'y a pas d'effet significatif
statistiquement parlant, une diminution de 30% n'est pas négligeable,
compte tenu que le groupe contréle n'a pas beaucoup changé dans le
temps. Mais avant de conclure si cette diminution a été causée par l'ozone
ou par d'autres facteurs, nous continuerons a présenter les autres

parametres mesurés.
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4.2.1.2 Amplitude thermique maximale

Les résultats du parameétre Ap; sont consignés dans la figure 26 en
fonction du temps. La courbe du contréle a également varié dans le temps,
mais ce qui est important de retenir ce sont les résultats vers la fin des
expériences en les comparant avec les traitements. Le lot trait¢ a 0,1 ppm
montre au début des valeurs proches a celles du contréle. Mais a partir de
la 3 iéme semaine, le signal thermique total a chuté jusqu'a 1,54.10-3 (une
diminution de 64% par rapport au contrdle) et y est resté stable a ce
niveau. Nous avons observé un comportement semblable avec les plantes
traitées 4 0,5 ppm ou le signal thermique est passé de 5,07.10-3 a2 1,63.

10-3, soit une diminution de 58.83% par rapport au contréle.

Le signal thermique des lots trait€s accuse une baisse graduelle dans
le temps (pente négative). L'analyse de variance a montré une différence
significative entre les traitements et le controle. Cette diminution dans le
signal thermique total est causée par une baisse de la densité
chlorophyllienne observée dans les échantillons (voir les résultats du
parametre Fegs5/F735 plus loin). En effet, sachant que nous avons travaillé
avec une longueur d'onde de 680 nm, c'est-a-dire, dans la région rouge du
spectre visible ou la lumiere est absorbée principalement par la
chlorophylle. Par conséquent, si la teneur en chlorophylle a diminué dans
I'échantillon, il y aurait moins d'absorbance de lumiére par la feuille, il en
résulte par la suite une diminution dans le signal thermique total puisque

ce dernier, rappelons le, reflete la quantité de Ilumiére absorbée
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et dissipée sous forme de chaleur. Ceci explique la diminution importante
observée dans le cas des lots traités. Le lot contrle a aussi montré une
baisse vers la fin des expériences, mais trés faible. Ainsi, nous notons
également une diminution importante du parameétre thermique maximal

pour les groupes de plantes traitées.

4.2.1.3 Amplitude d'oxygéne

Les variations du signal d'oxygéne dans le temps sont illustrées dans
la figure 27. La courbe du contrdle est restée pratiquement stable au
cours des expériences a exception du pic observé vers la 3 iéme semaine.
Le lot 0,1 ppm a légérement varié au début des traitements, mais apreés
42 heures de fumigation, le signal d'oxygéne a diminué en passant de
1,24.10-3 (3 iéme semaine) a 4,49.10"4 puis a 2,93.10-4. A Ia fin des
traitements, on note une diminution de 78% par rapport au contrdle. Le
lot traité a 0,5 ppm a lui aussi accusé une baisse graduelle dans le temps
pour atteindre une valeur de 1,56.10-4 Nous constatons que le signal
d'oxygéne a diminué de fagon significative dans le cas des lots traités.
Cette baisse de l'amplitude d'oxygéne qui constitue le produit de la

photosynthése permet de dire qu'effectivement l'activité photosynthétique

a été affectée comme nous l'avons observé avec le paramétre EEP.

Cette diminution est également liée a la baisse de la densité
chlorophyllienne dans le temps. En effet, rappelons que la chlorophylle

constitue la molécule clé de la photosynthése puisqu'elle est responsable
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de l'absorption de 1'énergie lumineuse et de sa premiére transformation.
Donc elle n'agit pas seulement comme antenne réceptrice de l'énergie
lumineuse, mais également comme donneur primaire dans le centre
réactionnel. Par conséquent, d'une diminution dans la teneur en
chlorophylle, il en résulte une faible absorption de lumiére, moins
d'oxygéne produit, alors une baisse dans l'activité photosynthétique de

I'échantillon.

Les résultats obtenus pour ce parametre sont rapportés dans la
figure 28 en fonction des cinq semaines de traitement. Nous constatons
que les trois lots accusent une baisse graduelle dans le temps sans montrer
une différence significative entre les traitements et le contrdle. La
diminution du paramétre AQa/Ap est attribuée a la baisse observée pour
les signaux thermique et oxygénique au cours de nos expériences. Cette

diminution est liée également a la baisse de la densité chlorophyllienne.

Les résultats photoacoustiques obtenus avec les semis (3 a 4 mois),
démontrent que les plantes traitées a l'ozone ont des pourcentages de
diminution plus élevés par rapport au controle surtout dans le cas des
signaux thermique et oxygénique, ceci nous permet de dire que les semis
ont commencé a montrer une sensibilit¢ a 1'ozone aprés 56 heures de
fumigation. L'EEP et AQ2/Ap: ont également montré une baisse dans le

temps. Alors méme si l'effet est non significatif statistiquement pour
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ces deux derniers parameétres, nous pensons que les semis d'érable a sucre
sont plus sensibles aux effets de 1'ozone aprés une fumigation a long terme
compte tenu du pourcentage de diminution €élevé observé par rapport au

contrdle.

4.2.2 Parameétres de fluorescence

Les résultats de fluorescence sont également exprimés en fonction
des méme paramétres mesurés dans le cas des sauvageons. Notons aussi
que dans l'annexe V, on retrouve les tableaux des moyennes avec les

écart-types pour tous les parameétres.

4.2.2.1 Indice de vitalité

Les courbes représentants ce parameétre sont données dans les
figures 29 et 30 correspondant respectivement a Rf4 mesuré a 685 nm et a
735 nm. Si nous examinons les courbes de Rfq a 685 nm, nous constatons
que les trois lots varient durant les 5 semaines de traitement mais sans
montrer une différence significative entre les plantes traitées et celles du
contrdle. Le pourcentage de diminution par rapport au contrdle apres 70
heures de fumigation a 1'ozone est de 32,22% et de 16,41% pour les lots
traités respectivement a 0,1 et a 0,5 ppm. Notons qu'une légere
diminution dans le temps est également observée dans le cas du contrdle

(pente négative).
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Concernant l'indice de vitalit¢é mesuré a 735 nm, nous observons
également une baisse dans le temps pour les trois lots sans montrer une
différence significative entre le contrdle et le traitement a la fin des

expériences.

Nous constatons que les deux parameétres varient de la méme fagon
dans le temps, c'est-a-dire dans le sens de diminution, donc une légere
diminution de la photosynthése. Alors nos résultats obtenus avec ces deux
parametres rejoignent ceux obtenus avec I'EEP et 1'Aoz/Ap; qui ont montré
aussi une baisse dans le temps, autrement dit, une baisse dans l'activité

photosynthétique des semis.

4.2.2.2 Indice d'adaptation

L'indice d'adaptation au stress a montré des variations dans le
temps (fig. 31) mais l'analyse de variance n'a donné aucune différence
significative entre les traitements et le contréle vers la 5 iéme semaine.
Les lots traités a 0,1 et a 0,5 ppm montre une diminution de 20,58% et
30,88% respectivement par rapport au contrdle. Alors nous pensons que
méme si l'effet de 1'ozone n'a pas été significatif statistiquement, les semis

ont montré une sensibilité aux traitements aprés 70 heures de fumigation.
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4.2.2.3 Rapport de la fluorescence chlorophyllienne

Les résultats de ce parametre sont rapportés dans la figure 32 en
fonction du temps. La courbe du contréle montre un pic vers la 3 ieme
semaine passant de 1,32 a 1,86, puis diminue légérement pour revenir au
méme niveau qu'au départ, donc nous pouvons en conclure que la teneur
en chlorophylle est restée presque stable dans le temps pour les plantes
de contrdle si on compare les valeurs du rapport Fggs/F735 obtenus a la
5ieme semaine avec celles de la premiere et la 2iéme semaine des
expériences. Les courbes des lots traités varient légérement au début des
traitements. Cependant aprés 42 heures de fumigation pour chaque lot, ce
rapport a augmenté en passant d'une valeur de 1,39 (a la 3 iéme semaine)
a 2,22 (a la fin des fumigations) pour le traitement a 0,1 ppm et de 1,31 a
2,05 dans le cas de 0,5 ppm. L'analyse de variance n'a montré également
aucune différence significative entre les traitements et le contrdle.
Toutefois, nous notons une augmentation de 70% et de 58% par rapport au
contrdle respectivement pour les lots de 0,1 et 0,5 ppm. Rappelons que le
rapport Fgg5/F735 est considéré comme un bon indicateur de la teneur en
chlorophylle. Une diminution de la densité chlorophyllienne dans une
feuille va entrainer une augmentation de l'intensité de la fluorescence
chlorophyllienne en comparaison avec des feuilles saines. De plus, sachant
que cette élevation est beaucoup plus importante aux alentours de 685 nm
qu'a 735 nm, une baisse dans la teneur de la chlorophylle occasionne une
hausse dans ce rapport. Donc nos résultats montrent que la teneur en
chlorophylle a diminué dans le temps surtout dans le cas des plantes

traitées puisque leur rapport a augmenté considérablement vers la
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fin des fumigations. Par conséquent, une diminution de la densité
chlorophyllienne entrainera une baisse dans l'activité photosynthétique
des plantes puisque la chlorophylle constitue la molécule clé de la
photosynthése.  Les parametres photoacoustique et de fluorescence se
complétent pour expliquer les effets observés sur les semis et s'accordent
pour en arriver a une méme conclusion. Les résultats obtenus avec les
deux méthodes font ressortir que bien qu'il n'y ait pas d'effet significatif
pour certains parameétres, l'ozone a pu jouer un rdle non négligeable dans
la diminution de l'activité photosynthétique des semis aprés une
fumigation a long terme de 70 heures puisque nous avons observé un
pourcentage de diminution important dans le cas des plantes traitées par

rapport aux contrdles.
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Notre étude sur l'effet a long terme d'ozone sur les plantes d'érables
nous a révélé que les parametres photosynthétiques mesurés tels que
I'emmagasinage d'énergie photochimique, le dégagement d'oxygéne
normalisé, la décroissance relative de la fluorescence dans le temps et le
rapport de la fluorescence chlorophyllienne n'ont pas été affectés apres
I'exposition pendant une longue période aux différentes concentrations
d'ozone chez les sauvageons. Donc, des plantes d'érable a sucre 4gées de 5
a 7 ans se sont révélées tres résistantes a l'action de l'ozone. Toutefois, il
nous importe de rappeler qu'il existait un intervalle de temps de deux
jours entre les fumigations avec la méme concentration (did aux
contraintes techniques), dans ce cas l'effet, si effet il y avait, de l'ozone a
pu étre réversible. En effet, il a été rapporté par Hibben (1969 b) que les
plantes d'érable a sucre se rétablissaient quelques heures aprés les
fumigations.  Chappelka et Chevone (1992) ont égalemient rapporté que
I'inhibition de la photosynthése causée par une courte exposition a l'ozone
n'est pas permanente et que la plante retrouve son activité
photosynthétique normale une heure aprés la fin des expériences. De plus,
nous signalons que nos durées de fumigations faites dans les conditions de
laboratoire ne représentent qu'une petite fraction des conditions
d'exposition au milieu naturel, donc il est difficile de rapporter les
résultats faits au laboratoire dans les conditions de champ ou les arbres
peuvent étre exposés pendant toute une saison de croissance a lair
ambiant. Néanmoins, des expériences menées par Charlebois (1992,
résultats inédits) ont montré qu'en exposant des sauvageons a des

concentrations d'ozone ambiantes ou 3 fois de l'air ambiant sur une courte
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durée (4 heures), l'érable a sucre s'est montré résistante a l'action de
l'ozone. D'autres études ont été faites sur des sauvageons d'érable dgés de
4 a 6 ans par Hibben (1969 a). Ce dernier a signalé que le seuil de
sensibilité pour l'apparition des symptomes visibles se situait autour de
0,2 a 0,3 ppm aprés une exposition a court terme (2 heures), alors qu'une
fumigation a plus long terme (14 jours a raison de 2 heures par jour) n'a
occasionnée que des dégits légers sans montrer d'effet significatif. Reich
et Amundson (1985) ont également travaillé sur des plantes d'Acer
saccharum. Ils ont rapporté qu'une fumigation a long terme (245 heures)
a 0,3 et 0,6 ppm n'a révélé aucun effet sur la photosyntheése des plantes.
Selon Darrall (1989), le phénoméne d'acclimatement aux effets de 1'ozone a
pu se manifester chez les plantes. La plante se défend elle méme contre
les effets d'oxydants photochimiques, comme l'ozone, par plusieurs
mécanismes. En effet, Lee (1991) a mené des recherches sur le mécanisme
de résistance des plantes aux effets des polluants d'air. Dans son étude, il
montre que le stress causé par l'ozone sur les plantes de soja entraine ces
derniéres a produire des composés inhibiteurs de radicaux libres, comme
I'acide ascorbique, pour se protéger contre les dommages dus a ces
oxydants photochimiques. Ses résultats indiquent bien que le systéme de
défence antioxydant existe dans les tissus des feuilles et peut protéger ses

composés cellulaires des effets des polluants atmosphériques.

Nos expériences sur les semis nous ont montré que des plantules
d'érable a sucre de 3 a 4 mois se sont révélées plus sensibles a 1'ozone. En
effet, l'activité photosynthétique a diminué dans le temps aprés une

exposition de 70 heures a 0,1 a 0,5 ppm d'ozone. De plus, une diminution
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de la densité chlorophyllienne a été observée chez ces semis. Donc, ceci
nous permet de conclure que l'4ge de la plante est un facteur tres
important pour déterminer leur réponse au stress causé par l'ozone. Nos
résultats sont dans l'ensemble comparables a ceux rapportés par d'autres

chercheurs. En effet, Jensen (1973) a rapporté dans son étude que le taux

(¢

de croissance des semis d'érable a sucre, 4dgées d'une année, a ét
significativement réduit aprés une fumigation a 0,3 ppm d'ozone de 5
mois. Les fumigations se faisaient a raison de 8 heures par jour sur
5 jours par semaine. De plus, il a signalé dans son étude que la teneur en
chlorophylle a diminué chez les plantes traitées en comparaison avec le
controle. 1l conclu que l'érable a sucre est considérée sensible si on prend
le taux de croissance comme un critere de classification de sensibilité, mais
tolérante du point de vue développement des symptdmes visibles. Reich
et al. (1983) ont rapporté qu'aprés 10 jours de fumigation des plantules de
deux ans a 0,03, 0,06, 0,09 et 0,12 ppm d'ozone, a raison de 7 heures par
jour et 5 jours par semaine, la photosyntheése nette des feuilles traitées a
0,12 ppm a été réduite de 20% par rapport a celle des plantes traitées a
0,03 ppm, mais sans montrer un effet significatif sur la croissance.
Cependant, Reich et al.(op.cit.) supposent qu'aprés une exposition a plus
long terme, la photosyntheése devrait diminuer considérablement
occasionnant ainsi une réduction plus importante dans la croissance des
plantes.  Effectivement son hypotheése a été testée dans son équipe en
1986 en utilisant toujours des plantules de deux ans. Les concentrations
d'ozone utilisées ont €été les mémes mais la durée d'exposition s'est
prolongée pendant deux mois, c'est-a-dire une fumigation de 280 heures.

La photosynthese a été réduite de 30% chez les plantes fumigées a
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0,12 ppm par rapport a celles traitées a 0,03 ppm. Une réduction
significative dans la croissance des plantules a été observée et une

diminution dans la teneur chlorophyllienne est notée.

Donc, nous déduisons de ces recherches faites sur les érables que
I'dge de la plante, les concentrations et la durée des fumigations qui
différent dans les études sont des caractéristiques trés importantes dont
dépend beaucoup la réponse des plantes aux effets de 1'ozone. Les mémes
remarques ont €galement été tirées sur des études réalisées avec d'autres
espéces d'arbres telle que Pinus strobus, Pinus elliotti (Barnes, 1972). En
effet, il a constaté d'une part, que des aiguilles jeunes de P.strobus se sont
montrées plus sensibles aprés une exposition a 0,15 ppm, d'autre part, que
la photosynthése de P.elliotti a été réduite aprés 126 jours de fumigation a
0,05 ppm d'ozone. Cependant, le traitement de cette derniére espéce avec
une concentration plus élevée (0,15 ppm), mais pendant une durée plus

courte (84 jours) n'a montré aucun effet sur la photosynthese.

L'effet de 1'ozone a également été testé sur d'autres especes d'arbres.
Le tableau 7 représente un sommaire sur les différentes recherches faites
sur l'effet de ce polluant sur la photosynthése de certains espéces . De ce
tableau, nous pouvons constater que l'ozone peut inhiber le taux
d'assimilation de carbone chez plusieurs espeéces de coniféeres et de bois
durs. Le tableau 8 rapporte les résultats obtenus pour les parametres
production de la biomasse et la croissance de la hauteur chez des plantules

des différentes especes d'arbres.
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Effet de l'ozone sur la photosynthése chez d'autres especes d'arbres.

Espéces Réponse de la Références
photosynthese
Populus hybrids inhibition Reich et al., 1986
Quercus rubra pas d'effet Reich et al., 1986
Lirodendron tulipifera pas deffet " Roberts, 1990
Pinus elliotti inhibition Barnes, 1972
Pinus ponderosa inhibition Miller et al., 1969
Pinus rigida inhibition Barnes, 1972
Pinus strobus inhibition Barnes, 1972,
Yang et al.,, 1983
Pinus taeda inhibition Barnes, 1972
Picea abies inhibition Keller et Hasler, 1987
pinus sylvestri pas d'effet Barnes, 1972

Picea rubrens

pas d'effet

Taylor et al.,, 1986




Effet de 1'ozone sur la biomasse
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et la hauteur.

Espéces Concentration B H Références
et durée de
fumigation (jour)
Acer saccharinum 0,2 (60) * -64b | -73b [Jensen, 1973
0,3 (109) **
Fraxinus 0,15 (28) * -17b -8 |Kress et Skelly, 1982
americana 0,3 (109) ** Jensen, 1973
Fraxinus 0,15 (28) * -33 -35 |Kress et Skelly, 1982
pennsylvania 0,3 (109) ** Jensen, 1973
Liriodendron 0,15 (28) * 18 0 Kress et Skelly, 1982
tulipifera 0,3 (109) ** Jensen, 1973
Picea glauca 0,25 (74) ** -7 |Janen et Masters,
1975
Pinus elliotti 0,08 (112)* -21b Chevone et al., 1984
Pinus rigida 0,15 (28)* -24b Kress et Skelly, 1982
Pinus taeda 0,15 (28)* -28b Kress et Skelly, 1982
Priinus serotina 0,4 (9) ** -28b |McClenahen, 1979
Quercus rubra 0,04 (63) * 3 Reich et al., 1986
Robinia 0,05 (297) ** -18 |[Duchell et al., 1982
pseudocacia
* . concentrations d'Oj utilisées pour vérifier leurs effets sur la

biomasse (en
ok concentrations

(en ppm).

eelive i

ppm).

d'O3 utilisées pour vérifier leurs effets sur la hauteur

: différence significative par rapport au contrdle (a 0,05).
: % de variation de la biomasse.
: % de variation dans la croissance de la hauteur.




A la suite de ce travail, il appert que les fumigations des sauvageons
de 5 a 7 ans a des concentrations d'ozone répétées dans le temps n'ont
montré aucun effet significatif sur les parametres photosynthétiques
mesurés. Ces parametres sont I'emmagasinage de I'énergie
photosynthétique et l'amplitude d'oxygeéne normalisée obtenus a l'aide de
la spectroscopie photoacoustique et les indices de vitalité mesurés a 685 et
a 735 nm, l'indice d'adaptation au stress et le rapport de la fluorescence
chlorophyllienne qui est un indicateur de la teneur en chlorophylle dans
un €chantillon, mesurés avec la spectrofluorimétrie. Une baisse graduelle
a été observée dans le cas du signal d'oxygeéne normalisé et des indices de
vitalité au cours de nos expériences aussi bien pour les plantes traitées a
I'ozone que pour celles qui ont servi de contréle. Cette diminution est due
au phénomene de déshydratation des feuilles qui a pu modifier la
structure interne des feuilles affectant ainsi légérement 1'activité
photosynthétique de tous les groupes de sauvageons. Ainsi, les résultats
photoacoustique et de fluorescence appuient I'hypothése pour dire que la
photosynthése des sauvageons d'érable n'a pas été affectée par les
concentrations d'ozone utilisées apres une fumigation de 140 heures.
Alors, des plantes d'érable a sucre agées de 5 a 7 ans se sont avérées

résistantes a l'action de l'ozone seule.
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Nos résultats sur les semis ont montré que les parametres de
I'emmagasinage de 1'énergie photosynthétique, l'amplitude d'oxygéne
normalisée et les indices de vitalit¢ mesurés aux deux longueurs d'onde
(685 et 735 nm) ont diminué dans le temps aprés une exposition a l'ozone
de 70 heures. De plus, les résultats du rapport de la fluorescence
chlorophyllienne (Rf4 a 685/Rgg a 735 nm) montrent également une baisse
de la teneur en chlorophylle dans les feuilles. Cette diminution dans les
parametres est observée surtout chez les lots traités, mais sans montrer
des effets significatifs en comparaison avec le contréle. Par conséquent, de
ces expériences sur les semis, il ressort que l'activité photosynthétique des
semis d'érable a été légerement affectée par l'ozone compte-tenu des
pourcentages de diminution chez les parameétres observés dans le cas des
plantes traitées par rapport au contréle. Donc, des plantules de 4 mois se
sont montrées plus sensibles aux effets de l'ozone que les sauvageons. Ces
résultats concordent avec ceux obtenus par d'autres expériences réalisées
par Charlebois (1992) pour vérifier l'effet de 1'ozone a court terme et qui
ont montré que les semis se sont avérés plus sensibles a l'ozone apres une

fumigation a court terme (4 heures) que les sauvageons plus dgés.

De notre étude, nous constatons que la photosynthése chez des
érables a sucre agés s'est montrée résistante a l'action individuelle de
l'ozone aprés une fumigation a long terme. Les expériences a cours terme
ont démontré également la résistance des sauvageons aux effets de
I'ozone. Toutefois, il est important de noter que pour des semis de 4 mois,

I'activité photosynthétique a été l€gerement affectée par ce polluant
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gazeux a 0,1 et a 0,5 ppm. Nous concluons alors que l'érable a sucre peut
étre classée comme une espece tolérante aux effets de l'ozone surtout a un
age plus avancé puisque les sauvageons se sont montrés plus résistants

que les semis.

Donc, il apparait peu probable que 1'ozone a lui seul puisse expliquer
le dépérissement des érabliéres survenu ces dernieres années. Cependant,
ces résultats ne disent pas que ce polluant photooxydant peut étre exclu
des causes soupgonnées dans le déclin des for€ts, mais nous pensons que
I'ozone peut jouer un rdle dans ce dépérissement en agissant en
combinaison avec d'autres facteurs de stress tels que d'autres polluants

gazeux, les effets climatiques, environnementales et nutritionnels.
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L'équation conduisant a la détermination de AQ; est basée sur le
schéma de la figure 16. Ainsi, suivant le schéma, nous obtenons les

relations suivantes:

T =T + EEP (40)
T=T - EEP (41)

D'un point de vue vectoriel, on a:
R=T+0 (42)
D'ou:

—

O=R-T (43)

En remplagant T par sa relation, on obtient:

— —

O=R- :[:.-E_Els] (44)

Par la suite, en appliquant la loi des triangles rectangles, l'amplitude

du vecteur O est donnée par l'équation qui suit:

2 2
0= Aoz = V O+ O (45)
Pour chacun des coOtés, 1'équation (44) s'applique, d'ou:

Owo’) = Reo - (Tsor) - EEP go0) (46)
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009 = Qmo") - (0 - 0) @7)

O = Qm (909) (48)

Ogh =R - [Tip» - EEP o) (49)

O = Qm ©) - (Qms @) - EEP@?)  (50)

En mettant les équations (48) et (50), on obtient:

|0]=a =\/o2 +0% 0 (51)
0, O 290
A haute fréquence de modulation, on détermine EEP selon la relation:

EEP = Qms - Qm , 109

Qms (52)
D'ou:
EEP _ Qms - Qm
100 Qms (53)

EEP = -
100 X Qms = Qms - Qm (54)

= . EEP
Qm = Qums IOOXQmS (55)

Qm=Qms(1'E']iE) (56)

Rappelons que EEP a haute fréquence de modulation est semblable a

celui a basse fréquence, donc on peut utiliser 1'équation (56) dans
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I'équation (51), nous obtenons ainsi la relation ( 57) permettant de calculer

I'amplitude d'oxygene.

AQ, = \/ (Qmoon)” +

2
o (o]




ANNEXE i

Résultats du paramétre emmagasinage d'énergie photosynthétique (EEP).

Temps Contrdle 0,1 ppm d'O3 0,3 ppm d'O3 0,5 ppm d'O3
(semaines)| moyenne [Ecart-type] moyenne [Ecart-type| moyenne |[Ecart-type| moyenne [Ecart-type
1 52,43 11,81 35,31 4,89 31,35 5,79 30,44 4,60
2 47,41 8,13 34,99 5,39 32,75 2,90 34,36 2,31
3 34,47 2,10 31,32 2,15 32,41 6,35 34,04 2,85
4 32,74 1,71 31,37 4,76 32,07 1,62 32,40 3,01
5 30,60 2,11 33,01 4,18 34,04 2,83 32,64 2,97
6 32,87 5,57 33,48 2,62 29,97 1,86 31,21 4,05
7 32,54 2,74 32,90 3,80 32,50 2,34 30,90 1,94
8 42,78 3,50 33,34 2,20 31,73 3,70 .29,27 2,55
9 32,33 3,98 31,47 2,17 31,93 3,08 29,34 2,52
10 32,87 1,25 31,54 3,09 31,95 1,38 27,32 5,97
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ANNEXE 1l (suite)

Résultats du paramétre amplitude thermique maximale (Apt).

Temps

(semaines)

Contréle

0,1 ppm d'O3

0,3 ppm d'O3

0,5 ppm d'Og3

moyenne

Ecart-type

moyenne [Ecart-type] moyenne

Ecart-type

[ moyenne [Ecart-type

1

© oo N O O b~ N

—
o

1,41x10-3
8,01x10-4
4,21x10-3
3,52x10-3
3,59x10-3
5,18x10-3
6,57x10-3
9,77x10-3
5,87x10-3
5,56x10-3

3,68x104
1,31x10-4
2,96x10-3
1,70x10-3
1,81x10-3
1,32x10-3
7,20x10-4
8,24x10-3
7,62x10-4
7,15x10-4

1,42x10-3
2,37x10-3
2,85x10-3
1,60x10-3
5,84x10-3
7,05x10-3
5,69x10-3
5,55x10-3
9,19x10-3
4,94x10-3

1,95x10-4
1,37x10-3
1,63x10-3
3,82x10-4
2,02x10-3
1,32x10-3
8,24x10-4
8,61x10-4
8,41x10-3
8,48x10-4

1,81x10-3
1,22x10-3
1,98x10-3
1,94x10-3
4,88x10-3
7,13x10-3
4,97x10-3
5,47x10-3
4,50x10-3
5,33x10-3

4,13x104
2,55x10-4
3,94x10-4
4,60x10-4
1,97x10-3
1,14x10-3
1,19x10-3
9,63x10-4
8,26x10-4
6,14x10-4

1,66x10-2
1,57x10-3
2,08x10-3
1,79x10-3
2,72x10-3
4,58x10-3
6,56x10-3
6,45x10-3
4,92x10-3
4,81x10-3

2,52x10-4
1,91x10-4
1,63x10-4
3,74x10-4
1,18x10-3
1,48x10-3
3,71x10-3
4,45x10-3
1,38x10-3
1,13x10-3
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ANNEXE |l (suite)

Résultats obtenus avec le paramétre amplitude d'oxygéne (AQ,).

Temps

(semaines)

Controéle

0,1 ppm d'O3

0,3 ppm d'O3

0,5 ppm d'O3

moyenne

Ecart-type] moyenne

Ecart-type

moyenne

Ecart-type

moyenne |Ecart-type

1

© oo N o O s~ W N

-
o

6,14x10-4
3,61x10-4
9,44x10-4
8,85x10-4
5,81x10-4
1,31x10-3
1,72x10-3
4,44x10-3
1,46x10-3
9,27x10-4

1,92x10-4
1,45x10-4
5,92x10-4
6,07x10-4
5,46x10-4
3,54x10-4
6,60x10-4
6,41x10-3
9,08x10-4
3,78x10-4

9,68x10-4
1,31x10-3
4,97x10-4
6,22x10-4
2,10x10-3
2,40x10-3
2,08x10-3
2,59x10-3
3,41x10-3
1,53x10-3

3,12x10-4
5,12x10-4
1,79x10-4
3,00x10-4
1,10x10-3
1,34x10-3
9,28x10-4
4,48x10-4
3,32x10-3
7,16x10-4

5,72x10-4
4,30x10-4
6,90x10-4
5,48x10-4
1,79x10-3
1,06x10-3
1,42x10-3
1,60x10-3
7,74x10-4
8,60x10-4

3,56x10-4
1,94x10-4
3,21x10-4
3,24x10-4
1,07x10-3
6,06x10-4
6,85x10-4
6,94x10-4
4,86x10-4
3,34x10-4

4,12x10-4
7,75x10-4
7,85x10-4
5,12x10-4
7,01x10-4
1,14x10-3
1,39x10-3
1,14x10-3
7,72x10-4
5,79x10-4

2,60x10-4
2,68x10-4
2,95x10-4
2,25x10-4
4,03x10-4
5,59x10-4
9,13x10-4
5,85x10-4
5,28x10-4
2,38x10-4
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ANNEXE I

ui

Résultats du paramétre amplitude d'oxygéne normalisée (A0./Apt).

Temps Contréle 0,1 ppm d'O3 0,3 ppm d'O3 0,5 ppm d'O3
(semaines)| moyenne [Ecart-type| moyenne [Ecart-typef moyenne Ecart-type” moyenne [Ecart-type
1 0,44 0,08 0,71 0,30 0,30 0,16 0,26 0,17
2 0,47 0,24 0,60 0,18 0,37 0,20 ” 0,49 0,17
3 0,30 0,22 0,20 0,09 0,35 0,16 0,38 0,15
4 0,25 0,13 0,42 0,26 0,28 0,12 0,29 0,15
5 0,14 0,09 0,39 0,19 0,36 0,21 0,25 0,11
6 0,26 0,10 0,35 0,19 0,14 0,17 0,23 0,08
7 0,25 0,08 0,38 0,18 0,30 0,16 0,22 0,17
8 0,32 0,23 0,48 | 0,12 0,29 0,12 0,19 0,07
9 0,25 0,17 0,37 0,12 0,18 0,14 0,15 0,07
10 0,17 0,08 0,34 0,20 0,16 0,07 0,12 0,04
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ANNEXE I

Résultats obtenus avec le paramétre indice de vitalité (R;) mesuré a 685 nm.

Temps Contréle 0,1 ppm d'O3 I 0,3 ppm d'O3 " 0,5 ppm d'O3
(semaines)| moyenne [Ecart-type| moyenne [Ecart-typel moyenne [Ecart-type] moyenne [Ecart-type
1 3,17 4,97x10-1 3,31 9,17x10-1 2,45 6,35x10-1 2,87 4,93x10-1
2 2,64 4,50x10-1 2,71 4,78x10-1 2,63 4,33x10-1 2,47 3,12x10-1
3 2,75 4,29x10-1 2,54 4,46x10-1 2,47 3,78x10-1 2,57 2,49x10-1
4 2,31 5,26x10-1 2,36 8,50x10-1 2,34 3,23x10-1 2,22 5,31x10-1
5 1,92 5,80x10-1 2,45 1,81x10-1 1,72 6,96x10-1 1,75 6,16x10-1
6 1,93 6,48x10-1 1,76 4,14x10-1 1,76 4,14x10-1 1,53 2,65x10-1
7 1,58 3,32x10-1 2,38 1,73x10-1 1,24 2,21x10-1 1,67 3,68x10-1
8 2,38 1,73x10-1 2,12 8,74x10-1 1,62 3,45x10-1 1,35 3,72x10-1
9 1,66 4,18x10-1 1,47 6,68x10-1 1,87 5,48x10-1 1,56 6,08x10-1
10 1,76 3,20x10-1 1,51 3,95x10-1 1,62 6,65x10-1 1,76 4,81x10-1
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ANNEXE JII (suijte)

Résultats obtenus avec le parametre indice de vitalité (Rg) mesuré a 735 nm.
Temps Contréle 0,1 ppm d'O3 0,3 ppm d'O3 0,5 ppm d'Og
(semaines)| moyenne [Ecart-type] moyenne [Ecart-type moyenne [Ecart-typell moyenne [Ecart-type
1 1,52 3,42x10-1 1,75 4,48x10-1 1,60 2,63x10-1 1,69 3,95x10-1
2 1,49 5,69x10-1 1,63 4,43x10-1 1,60  |3,77x10-1 1,67 1,76x10-1
3 1,59 3,63x10-1 1,61 4,55x10-1 1,36 2,87x10-1 1,70 4,85x10-1
4 1,54 3,54x10-1 1,48 2,82x10-1 1,43 5,39x10-1 1,48 5,06x10-1
5 1,10 1,82x10-1 1,11 2,53x10-1 | 1,02 7,54x10-1 1,08 4,23x10-1
6 0,95 2,74x10-1 1,05 2,78x10-1 1,05 2,78x10-1 0,89 1,94x10-1
7 0,88 3,43x10-1 0,98 3,45x10-1 0,79 1,98x10-1 0,75 2,47x10-1
8 0,98 3,45x10-1 1,08 4,31x10-1 0,92 1,77x10-1 0,95 3,04x10-1
9 1,00 3,24x10-1 0,74 1,75x10-1 0,88 2,96x10-1 0,68 2,24x10-1
10 0,78 2,48x10-1 0,65 3,47x10-1 0,73 1,64x10-1 0,95 2,27x10-1
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ANNEXE III (suite)

Résultats du parametre indice d'adaptation au stress (A;).

Temps Contrdle 0,1 ppm d'Og 0,3 ppm d'Og 0,5 ppm d'Og
(semaines)| moyenne [Ecart-type| moyenne [Ecart-type| moyenne [Ecart-type|| moyenne [Ecart-type
1 2,84x10-1(1,86x10-1(|3,34x10-1{1,61x10-1(13,26x10-1|2,06x10-1}|2,96x10-1|1,27x10-1
2 2,94x10-1|2,11x10-1|2,81x10-1|1,37x10-12,76x10-1|1,07x10-1||2,23x10-1|8,81x10-2
3 2,94x10-1|1,56x10-1[|2,57x10-1|1,40x10-13,13x10-1|9,98x10-2(|2,40x10-1|1,44x10-1
4 2,16x10-1|1,46x10-1(13,24x10-1{1,05x10-1|2,60x10-1{1,89x10-1{|2,31x10-1|8,10x10-2
5 2,48x10-1(1,94x10-1{|2,73x10-1(1,96x10-1}13,61x10-1|2,05x10-12,30x10-1|1,49x10-1
6 3,03x10-1[1,75x10-1[|2,46x10-1|1,20x10-1}2,46x10-1|1,20x10-1[|2,38x10-1|1,32x10-1
7 2,57x10-1{1,57x10-1{13,32x10-1(2,11x10-1]1,88x10-1{1,20x10-1{3,51x10-1|1,25x10-1
8 3,32x10-1{2,11x10-1(3,05x10-1(1,55x10-1]2,49x10-1(1,47x10-1{1,58x10-1|1,29x10-1
9 2,27x10-1(1,75x10-1(13,06x10-1|2,66x10-1]3,13x10-1(1,91x10-1{13,02x10-1]1,92x10-1
10 3,14x10-1{1,65x10-1(3,29x10-1(1,65x10-1|(3,04x10-1|1,48x10-1(|2,74x10-1|1,48x10-1
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ANNEXE III (suite)

Résultats du rapport de la fluorescence chlorophyllienne (Fegs5/F735).

Temps Contréle 0,1 ppm d'O3 0,3 ppm d'O3 0,5 ppm d'O3
(semaines)| moyenne [Ecart-type] moyenne [Ecart-type| moyenne [Ecart-type| moyenne [Ecart-type
1 1,72 1,50x10-1 1,10 1,92x10-1 1,22 3,60x10-1 1,33 2,67x10-1
2 1,88 1,72x10-1 1,33 1,26x10-1 1,13 5,90x10-1 1,28 1,59x10-1
3 1,19 9,04x10-2 1,27 9,99x10-2 1,17 1,65x10-1 1,23 1,43x10-1
4 1,24 1,51x10-1 1,25 1,05x10-1 1,19 2,01x10-1 1,26 3,04x10-1
5 1,40 2,66x10-1 1,39 4,31x10-1 1,24 1,87x10-1 1,28 9,68x10-2
6 1,19 2,59x10-1 1,36 1,33x10-1 1,36 1,33x10-1 1,53 5,55x10-1
7 1,44 3,23x10-1 1,53 5,40x10-1 1,42 4,84x10-1 1,47 3,93x10-1
8 1,53 5,40x10-1 1,18 2,40x10-1 1,35- 1,42x10-1 1,91 1,29x10-1
9 1,31 2,65x10-1 1,39 1,93x10-1 1,31 2,02x10-1 1,39 1,15x10-1
10 1,22 2,94x10-1 1,24 2,41x10-1 1,41 2,84x10-1 1,45 1,84x10-1

|¥A!



ANNEXE 1V

Résultats du paramétre EEP pour les semis.

Temps
[(semaines)

1

2
3
4
5

Contréle 0,1 ppm d'O3 0,5 ppm d'O3
moyenne Ecart-type" moyenne |Ecart-type]| moyenne [Ecart-type
27,45 5,74 28,23 7,23 21,18 5,70
30,63 3,09 29,08 5,27 24,53 5,00
27,74 3,92 25,06 4,58 21,82 7,88
23,06 7,18 25,06 8,95 20,31 6,97

25,68 5,61 17,77 7,19 17,79 7,46
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ANNEXE IV (suite)

Résultats du paramétre Apt pour les semis.

Temps
[(semaines)

1

2
3
4
5

Contréle 0,1 ppm d'O3 0,5 ppm d'O3
moyenne |[Ecart-type| moyenne |Ecart-typell moyenne [Ecart-type
2,74x10-3(1,56x10-3||5,06x10-3|9,91x10-4]|4,59x10-3(1,67x10-3

3,03x10-3
5,26x10-3
4,50x10-3
3,96x10-3

1,90x10-3[|2,95x10-3
1,41x10-3}{5,87x10-3
2,23x10-3||1,54x10-3
2,18x10-3(11,41x10-3

2,52x10-3]|5,01x10-3
1,63x10-3|15,07x10-3
2,27x10-4|(1,64x10-3
2,56x10-41,63x10-3

2,27x10-3
1,35x10-3
3,84x10-4
2,92x10-4
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ANNEXE IV (suite)

Résultats du paramétre Ao, pour les semis

Temps
(semaines)

1

o b W N

Contrdle

|| 0,1 ppm d'O3

0,5 ppm d'O3

moyenne

Ecart—type" moyenne

Ecart-type| moyenne

Ecart-type

1,18x10-3
1,35x10-3
2,43x10-3
1,49x10-3
1,38x10-3

7,74x10-42,10x10-3
5,58x10-4(11,02x10-3
1,31x10-3[{1,24x10-3
1,03x10-3(4,49x10-4
9,65x10-4]2,93x10-4

6,64x10-4[[1,16x10-3
1,70x10-1|[1,31x10-3
5,75x10-4/[1,12x10-3
1,44x10-4[2,21x10-4
1,05x10-4[1,56x10-4

4,05x10-4
7,52x10-4
6,62x10-4
1,28x10-4
6,22x10-°
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ANNEXE IV (suite)

Résultats du paramétre Ao/Apt pour les semis.

Temps
(semaines)

1

2
3
4
5

Contrdle 0,1 ppm d'O3 0,5 ppm d'O3
moyenne |Ecart-typel moyenne |[Ecart-typell moyenne [Ecart-type
0,45 0,21 0,41 0,24 0,26 0,07
0,50 0,15 0,54 0,48 0,25 0,11
0,47 0,21 0,21 0,15 0,23 0,16
0,33 0,13 0,29 0,09 0,13 0,07
0,32 0,08 0,20 0,07 0,09 0,03
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ANNEXE V

Résultats du parametre Ry mesuré a 685 nm pour les semis.

Temps Contréle J 0,1 ppm d'O3 0,5 ppm d'O3
(semaines) moyenne Ecart-typ moyenne Ecart-typ moyenne Ecart—type
1 0,70 |4,02x10! 0,48 |3,08x10-! 0,43 |2,45x10!
2 0,50 [2,53x10-1 0,50 |[3,06x101 0,79 [4,50x10-1
3 0,61 1,55x10-1 0,42 [2,18x10! 0,57 [2,50x10-1
4 0,48 |2,52x10-1 0,71 |3,85x10-1 0,71 3,85x10-1
5 0,65 [4,74x10-1 0,44 |3,17x10-1 0,54 |5,31x10-1
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ANNEXE V (suite)

Résultats du paramétre Ryy mesuré a 735 nm pour les semis.

Temps
(semaines)

1

2
3
4
5

Contréle 0,1 ppm d'O3 0,5 ppm d'O3
moyenne Ecart-type moyenne Ecart-type moyenne Ecart-type
0,37 |[3,00x10-1 0,23 [1,21x101 0,29 |1,05x10-!
0,36 |2,26x10-1 0,27 |1,35x10-1 0,41 2,01x10-1
0,35 [1,95x10-1 0,24 |1,37x10-1 0,27 |1,31x10-1
0,30 1,76x10-1 0,27 1,61x10-1 0,25 1,61x10-1
0,25 [1,36x10-1 0,18 [1,34x10-1 0,22 |2,88x10-!
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ANNEXE V (suite)

Résultats du paramétre Ap pour les semis.

Temps
|(semaines)

1

2
3
4
5

Contréle

0,1 ppm d'O3

0,5 ppm d'O3

moyenne [Ecart-type| moyenne

Ecart-type]| moyenne

Ecart-type

1,77x10-1
8,45x10-2
1,59x10-1
1,20x10-1
2,04x10-1

1,23x10-1[1,45x10-1
9,52x10-2||1,31x10-1
1,09x10-1}{1,19x10-1
5,90x10-112,31x10-1
1,53x10-1|(1,62x10-1

9,72x10-1(11,27x10-1
9,31x10-2(11,93x10-1
5,55x10-2(1,76x10-1
1,31x10-112,31x10-1
8,70x10-2(11,41x10-1

1,33x10-1
9,18x10-2
6,18x10°2
1,31x10-1
9,08x10-2

8.1



ANNEXE V (suite)

Résultats du parametre Fggs/F735 pour les semis.

Temps
(semaines)

1

2
3
4
5

Contréle 0,1 ppm d'O3 0,5 ppm d'O3
moyenne Ecart-type moyenne Ecart-typ moyenne Ecart-type
1,32 |3,40x10-! 1,69 |[7,24x10-1 1,38 |3,62x10-1
1,49 [1,88x10-2 1,27 |1,72x10-2 1,48 |2,75x10-1
1,86 [8,39x10-! 1,13 ]2,94x10-2 1,31 2,33x10-1
1,568 |2,61x10-! 1,62 [4,46x10-1 1,62 |4,46x10-1
1,30 |3,68x10-1 2,22 12,23x10-2 2,05 |[2,91x10-1
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