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Abstract :

My work focuses on the use of lichens as indicators of air pollution, specifically in assessing the
associated oxidative stress. We employed the method of lichen transplant bioindication, which involves

transplanting lichens in to polluted areas to evaluate air quality.

In mystudy, we me assured several parameters related to oxidative stress, such as catalase levels,
proteins, chlorophyll, carotenoids, and conducted morpho-physiological observations. These parameters
were used to assess the effects of air pollution on lichens and their ability to serve as reliable indicators

of air quality.

The results of my worked mon strated that air pollution induces oxidative stress in lichens, resulting in
fluctuations in catalase levels, proteins, chlorophyll, and carotenoids. These modifications can impact

the health and vitality of lichens, as well as their ability to accuratelyreflect the surrounding air quality.

In summary, my work highlights the effect of air pollution on oxidative stress in lichens used in
bioindication. Catalase, protein, chlorophyll, and carotenoid measurements, along with morpho-
physiological observations, were employed to assess these effects. These findings contribute to a better
understanding of the reliability of lichens as indicators of air quality in the presence of oxidative stress

induced by air pollution



Résumé :

Dans notre travail nous nous sommes intéressés a la pollution atmosphérique urbaine, et en particulier
le stress oxydant engendré par cette dernieére. Pour cela nous avons utilisé la méthode de la
biosurveillance par transplant lichénique, qui consiste a transplanter des lichens indigénes dans des
zones polluées pour évaluer la qualité de l'air ainsi que le stress induit par cette pollution.

De ce fait, apres récolte de nos échantillons nous avons mesuré plusieurs parametres liés au stress
oxydant, tels que les niveaux de la catalase, des protéines totales, des pigments de la chlorophylle et des
caroténoides ainsi que des observations morpho-physiologiques on été ajoutés a notre protocole de

travail.

Les résultats obtenus ont montré que la pollution atmosphérique a induit un stress oxydant chez les
lichens, qui se sont traduit par des fluctuations des niveaux de la catalase, des protéines, des
chlorophylles et des caroténoides. Ces modifications et altérations observées recélent des propriétés
particuliéres de nos transplants, effectivement les mécanismes de défense enclenchés sont une preuve

que les lichens sont d’excellents indicateurs de la qualité de 1’air.



Introduction géneéral

Introduction générale

La pollution atmosphérique est un probléme majeur dans les milieux urbains, dont les
conséquences sont néfastes sur la santé humaine et I'environnement (Paoli L ,2015). Les
lichens, en tant qu'organismes sensibles aux variations de leur environnement (Nash 111 ,2008),
sont utilises dans la biosurveillance pour évaluer la qualité de I'air (Nimis, 2013). Cependant,
la pollution atmosphérique peut provoquer un stress oxydant chez les lichens (Giordani P,

2012), ce qui affecte leurs santés et leurs capacités a interagir avec leur environnement.

Le stress oxydant est une consequence directe de I'exposition des organismes vivants aux
polluants atmosphériques. Comprendre les mécanismes de stress oxydant chez les lichens
transplantés en milieu urbain pollué permettra d'améliorer la fiabilité de leurs utilisations en

tant qu'indicateurs de la pollution atmosphérique (Santamaria, 2012).

Dans ce contexte notre objectif principal a été d'évaluer le stress oxydant chez les lichens
transplantés en milieu urbain pollué. Et cela dans le but de comprendre comment les lichens
réagissent face au stress oxydant engendré par la pollution atmosphérique et comment cela peut
influencer leur capacité en tant qu'indicateurs de la qualité de I'air en milieu urbain (Giordani
P, 2004).

La méthodologie de cette recherche comprendra la collecte de données sur le terrain dans des
zones urbaines présentant différents niveaux de pollution atmosphérique, ainsi que des analyses
en laboratoire pour évaluer le stress oxydant chez les lichens transplantés. Des techniques de
caractérisation du stress oxydant, telles que le dosage de la protéine et le catalase, dosage de la

chlorophylle et le caroténoide, seront utilisées.

Nous avons donc subdivisé notre travail en deux partie la premiere aura comme objectif la mise
en évidence des contextes, les objectifs et la justification de la recherche. Et cela en exposant
une revue de littérature approfondie sur les lichens, la biosurveillance et la pollution
atmosphérique. La deuxiéme partie aura comme objectif de détailler les méthodes utilisées, les

résultats et leurs discussions et les conclusions.
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I. Partie Théorique Chapitre 1 : pollution de I’air

I. Partie Théorique
Chapitre 1 : pollution de I’air
1. Définition
La pollution de I'air (ou pollution atmosphérique) est une altération de la qualité de I'air qui peut
étre caractérisée par la mesure de la présence de polluants chimiques, biologiques et/ou

physiques dans l'air, ayant des effets néfastes préjudiciables sur la santé humaine, les biens

biologiques, climatiques ou sur les matériaux.

La loi sur l'air et I'utilisation rationnelle de I'énergie (LAURE) définit la pollution comme ces
termes : « L'introduction directe ou indirecte par I'nomme dans I'atmosphére et les espaces clos
de substances ayant des consequences entrainantes des effets néfastes, telles que nuisibles a la
santé humaine, nuisibles aux ressources biologiques et aux écosystemes, affectant le
changement climatique, endommageant les produits matériels, causant des nuisances
olfactives » ; Elle peut étre classée selon divers critéres: 1’origine (primaire, secondaire), la
nature (gazeuse, particulaire) ou encore le lieu (environnement extérieur ou intérieur)
( Delphine Praud, 2022)

Les polluants les plus souvent rencontrés sont le monoxyde de carbone (CO), les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (dont le benzo(a)pyréne, composé hautement cancérigene), les
composés organiques volatils (notamment le benzene), les oxydes d’azote(NOXx), les matiéres
particulaires (PM) etc. Les niveaux les plus ¢élevés de pollution de I’air ambiant sont enregistrés
dans les régions de la Méditerranée orientale et de 1’ Asie du Sud-Est, avec des niveaux annuels
moyens dépassant souvent plus de 5 fois les limites fixées par ’OMS (10 ug/m3pour les PM2,
5 et 20 pg/m3pourles PM10). Ce sont ensuite les villes a revenu faible ou intermédiaire

d’Afrique et du Pacifique occidental qui sont les plus touchées (OMS, 2018a)
2. Les sources de la pollution atmosphérique

Dans notre environnement, nous pouvons identifier plusieurs sources de pollution de I'air, qui

peuvent étre divisées en deux catégories :

» Sources naturelles : Ces sources sont associées a des phénomenes naturels et

comprennent :

12



I. Partie Théorique Chapitre 1 : pollution de I’air

3.

Activités volcaniques : Les volcans peuvent émettre divers polluants, tels que le
dioxyde de soufre (SO2), les cendres volcaniques et les particules fines.

Incendies de forét : Les feux de forét libérent d'importantes quantités de dioxyde de
carbone (CO2) et de particules dans I'atmosphére

Emissions biogéniques : Certains organismes vivants, comme les plantes et les algues,
produisent des composés organiques volatils (COV) qui peuvent réagir avec d'autres
polluants atmosphériques et contribuer a la pollution. (Crutzen, 1990 ; Jacob, 2009 ;
Monks, 2015)

Sources anthropiques : Ces sources sont liées aux activités humaines et peuvent étre

classées en deux sous-groupes :

Sources fixes ou sources ponctuelles : Il s'agit d'installations industrielles, de centrales
électriques, de raffineries, de cheminées d'usines, etc. Ces sources émettent directement
des polluants atmosphériques provenant de la combustion des combustibles fossiles, de
I'utilisation de produits chimiques, etc.

Sources mobiles : 1l s'agit principalement du trafic automobile, du trafic aérien, du
transport maritime, des machines agricoles, etc. Les véhicules et les engins de transport
brdlent des carburants et émettent des polluants tels que les oxydes d'azote (NOX), les
particules fines, le monoxyde de carbone (CO) et les hydrocarbures. (Lelieveld ,2015 ;
Zhang, ,2017 ; Cohen ,2017)

Principaux polluants atmosphériques :

Un polluant, d’origine anthropique ou naturelle, peut se présenter a 1’état solide, liquide ou

gazeux. Suivant un critére de toxicité, de spécificité de sources et de la pollution généreée, les

principaux polluants atmosphériques se classent dans deux grandes familles bien distinctes : les

polluants primaires (SO2, PS, NOx, COV, CO) et les polluants secondaires (O3). Les polluants

primaires sont directement issus des sources de pollution alors que les polluants secondaires

résultent des phénoménes de dispersion et de transformation photochimique dans

I’environnement. (Seinfeld, 2016).

a) Monoxyde de carbone (CO)

13



I. Partie Théorique Chapitre 1 : pollution de I’air

Le monoxyde de carbone (CO) est un gaz sans couleur, inodore, toxique avec une diffusivité
trés rapide. Il disparait rapidement dés qu’il s’éloigne de sa source d'émission. Cela tient au fait

que le CO a une densité voisine a celle de I'air (Escourrou, 1996)

» Origines : le monoxyde de carbone provient de la combustion incompléte des
combustibles et carburants. « Lors de sa combustion, le carbone est d'abord oxydé en
gaz carbonique (COz). Si nous ajoutons a cette molécule un nouvel atome de carbone
dans certaines conditions de température et de pression, il y aurait une formation de
deux molécules de monoxyde de carbone (CO). S'il y a suffisamment d'oxygene en
présence, le monoxyde s'oxyderait @ nouveau en dioxyde de carbone. (Schiitz Michaél
,1995)

> Pollutions générées : le monoxyde de carbone contribue essentiellement a la formation
de I'ozone

> Effets sur la santé : le monoxyde de carbone se fixe a la place de I'oxygéne sur
I'némoglobine du sang conduisant @ un manque d'oxygénation du systeme nerveux, du
ceeur et des vaisseaux sanguins. A des taux importants et a des doses repétées, il peut
étre a l'origine d'intoxication chronique avec céphalées, vertiges, asthénie et
vomissements. En cas d'exposition trés élevée et prolongée, il peut étre mortel ou laisser
des séquelles neuropsychiques irréversibles.

> Effet sur I'environnement : le monoxyde de carbone intervient en tant que précurseur
dans le processus de formation de la pollution photochimique, notamment de I'ozone

troposphérique. (Schiitz Michaél ,1995)
b) Oxydes d’azote NOx

L'oxyde nitrique (NO) est un gaz inodore et incolore qui est produit pendant la brdlure a hautes
températures du carburant a l'intérieur, par exemple, des voitures et d'autres véhicules routiers,
des radiateurs et des cuisinieres. Une fois mélangé avec l'air, il se combine rapidement avec de
I'oxygéne, formant le dioxyde d'azote (NO2). La plupart du dioxyde d'azote dans I'atmosphéere
est formé par I'oxydation de I'oxyde nitrique (NO) de cette fagon, bien qu'une partie soit émise
directement de la source. Il est également présent dans la fumée du tabac. Il s’agit d’un gaz brun
rougeatre, ininflammable, avec une odeur discernable. Dans des concentrations importantes, il
est fortement toxique et peut endommager sérieusement les poumons avec un effet retardé. Le
dioxyde d'azote est un oxydant fort qui réagit dans le ciel pour former de I'acide nitrique corrosif
et des nitrates organiques toxiques. Il joue également un role important dans les réactions
atmosphériques qui produisent I'ozone au niveau du sol. (Malbreil Nathalie ,1997)

14



I. Partie Théorique Chapitre 1 : pollution de I’air

» Origines : les oxydes d’azote proviennent surtout des véhicules (environ 75%) et des
installations de combustion telle que les centrales énergétiques. Le monoxyde d'azote
(NO) et le dioxyde d'azote (NO) font I'objet d'une surveillance attentive dans les centres
urbains. Nous trouvons des techniques comme 1’utilisation de pot catalytique dans les
véhicules qui contribue a une diminution de leur émission. Néanmoins, les
concentrations dans l'air ne diminuent jamais compte tenu de I'age et la forte
augmentation du trafic automobile.

> Pollutions genérées : les oxydes d’azote NOx interviennent dans le processus de la
formation d'ozone dans la basse atmosphere. Ils contribuent aussi au phénomeéne des
pluies acides.

> Effets sur la santé : les oxydes d’azote pénétrent dans les plus fines ramifications des
voies respiratoires. Le dioxyde d’azote, par exemple, peut entrainer une altération de la
fonction respiratoire et une hyperréactivité bronchique chez I'asthmatique et chez les
enfants, a partir d’une dose de 200 pug/m3 (microgrammes par m3 d‘air).

» Effet sur I'environnement : Les NOx interviennent dans le processus de la formation
de I'ozone dans la basse atmospheére. lls contribuent également au phénomeéne des pluies
acides. Les dépbts azotés issus des émissions d'oxydes d'azote peuvent aggraver les
problémes nutritionnels des peuplements de végétaux sensibles. Les NOXx, en présence
de divers autres constituants et du rayonnement solaire énergétique ultraviolet
constituent, en tant que précurseurs, une source importante de pollution photochimique

et d'ozone troposphérigue. (Malbreil Nathalie ,1997)
c) Les particules en suspension

Les particules en suspension sont un mélange complexe de substances organiques et
inorganiques présentes dans I'atmosphére dans des phases liquides et solides. Les particules
brutes se composent de deux types de particules : les grosses particules qui ont un diameétre plus
grand que 2,5 um et les fines particules qui disposent d’un diamétre inférieur a2,5 pm. Les
grosses particules contiennent habituellement des matériaux provenant de la croGte terrestre et
de la poussiére des véhicules routiers et des industries. Les particules fines contiennent les
aerosols secondairement formés, les particules de combustion et les vapeurs organiques et
métalliques recondensées. Le composant acide des particules en suspension dans l'air se
présente souvent en tant que fines particules. Une autre distinction qui peut étre faite est de
classifier les particules en suspension en tant que primaires ou secondaires. Les particules en

suspension primaires sont celles émises directement dans I'atmospheére, tandis que les particules
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en suspension secondaires sont celles constituées par des réactions impliquant d'autres
polluants. (Malbreil Nathalie ,1997)

» Origines : les particules en suspension constituent un complexe de substances
organiques ou minérales. Elles peuvent étre d'origine naturelle (volcan) ou anthropique
(combustion industrielle ou de chauffage, incinération, véhicules...). Nous distinguons
les particules "fines" provenant des fumées des moteurs “diesel” ou de vapeurs
industrielles recondensées et les grosses particules provenant des chaussées ou
d'effluents industriels (combustion et procédés).

> Pollutions générées : Les particules les plus fines peuvent transporter des composés
toxiques dans les voies respiratoires (sulfates, métaux lourds, hydrocarbures,). Elles
potentialisent ainsi les effets des polluants acides, dioxyde de soufre et acide sulfurique.

> Effets sur la santé : Les plus grosses sont retenues par les voies aériennes supérieures.
Les plus fines, a des concentrations relativement basses, peuvent irriter les voies
respiratoires ou altérer la fonction respiratoire surtout chez I'enfant. Certaines particules
sont des propriétés mutagenes et cancérogenes : c'est le cas de certains hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP).

> Effet sur ’environnement : Les particules en suspension sont a l'origine de salissure
sur les batiments. D'autre part, elles ont une influence sur la formation des nuages, des
brouillards et des précipitations. Elles tendent a réduire la visibilité et peuvent provoquer
une réduction de la croissance et des nécroses chez les végétaux. (Malbreil Nathalie
,1997)

d) Le dioxyde de soufre

Le dioxyde de soufre (SO2) est un gaz sans couleur et ininflammable avec une odeur pénétrante
qui irrite les yeux et les voies respiratoires. Il réagit sur la surface d'une variété de particules en
suspension solides. 1l est soluble dans I'eau et peut étre oxydé dans les gouttelettes d'eau portées
par le vent. Les sources les plus communes du dioxyde de soufre incluent la combustion des
combustibles fossiles, la fonte, la fabrication d'acide sulfurique, la conversion de la pulpe de
bois en papier, l'incinération des ordures et la production du soufre élémentaire. Le charbon
brdlant est la plus grande source synthétique du dioxyde de soufre représentant environ 50%des
émissions globales annuelles, avec la brilure du pétrole représentant 25-30% en plus. Les
volcans sont la source naturelle la plus commune du dioxyde de soufre. (Malbreil Nathalie
,1997)
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» Origines : le dioxyde de soufre (SO2) provient essentiellement de la combustion de
combustibles fossiles contenant du soufre, du fioul et du charbon. Compte tenu du
développement du nucléaire, de I'utilisation des combustibles moins chargés en soufre
et des systéemes de dépollution des cheminées d'évacuation des fumees, des économies
d'énergie, les concentrations ambiantes ont diminué de plus de 50 % depuis 15 ans.

> Pollutions générées : En présence d'humidité, le dioxyde de soufre forme de I'acide
sulfurique qui contribue au phénomeéne des pluies acides et a la dégradation des pierres
et des matériaux de certaines constructions.

> Effets sur la santé : le dioxyde de soufre (SO.) est un gaz irritant. Le mélange
acidoparticulaire peut, selon les concentrations des différents polluants, déclencher des
effets broncho-spastiques chez I'asthmatique, augmenter les symptdmes respiratoires
aigus chez l'adulte (toux et géne respiratoire) et altérer la fonction respiratoire chez
I'enfant (baisse de la capacité respiratoire, exces de toux ou de crise d'asthme

> Effet sur ’environnement : En présence d’humidité, le dioxyde de soufre forme de
I'acide sulfurique qui contribue au phénomeéne des pluies acides et a la dégradation des
matériaux de certaines constructions. La formation des dép6ts acides (pluies acides)

peut avoir des effets néfastes sur la végétation et changer les caractéristiques des sols.

Lorsque ces derniers sont déja trés pauvres, ils entrainent des pertes importantes de cations
aggravant ainsi les difficultés d'alimentation en magnésium et en calcium des végétaux.
(Malbreil Nathalie ,1997)

e) Les composés organiques volatils COV

Les composés organiques volatils (hydrocarbures, solvants...) proviennent notamment des
sources mobiles et des procédés industriels tels que le raffinage du pétrole, le dégraissage des
métaux, I'application de peintures et de vernis, I'imprimerie, etc. lls constituent une famille de
polluants d'une forte diversité et d'une grande complexité. lls se différencient des hydrocarbures
par le fait qu'ils comportent, en plus des atomes de carbone et d'hydrogéne (constituants uniques

des hydrocarbures), d'autres atomes divers et variés (chlore, oxygeéne, soufre, azote...).

» Origines : les origines des composés organiques volatils COV sont multiples. Il s'agit
d'hydrocarbures (émis par évaporation des bacs de stockage pétroliers, remplissage des
réservoirs automobiles...), des composés organiques (provenant des procédés

industriels ou de la combustion incompléte des combustibles), des solvants (émis lors
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de I'application des peintures, des encres, le nettoyage des surfaces métalliques et des
vétements), de composés organiques émis par l'agriculture et par le milieu naturel.

> Pollutions générées : les composés organiques volatils interviennent dans le processus
de formation d'ozone dans la basse atmosphére.

> Effets sur la santé : Les effets des composés organiques volatils sont tres divers, ils
vont de la simple géne olfactive a une irritation (aldéhydes), & une diminution de la
capacité respiratoire jusqu'aux risques d'effets mutagénes et cancérigénes (benzene et
toluéne).

> Effet sur I’environnement : Les COV au méme titre que les NOx et CO interviennent
en tant que précurseurs dans le processus de formation de la pollution photochimique,
notamment de I'ozone troposphérique. (Malbreil Nathalie ,1997)

f) L’ozone

L'ozone (Os) est la forme triatomique de I'oxygene moléculaire (O2). C'est un gaz toxique
bleuatre et instable, avec une odeur piquante, trouvé naturellement dans I'atmosphere, en
particulier dans la stratosphére, 19 a 30 kilometres au-dessus de la surface de la Terre ou il
forme la couche d'ozone. A ces altitudes, I'0zone filtre les rayons ultraviolets (UV) entrant dans
I'atmosphére. Cependant, pres du niveau du sol, il peut altérer la fonction des poumons et peut
causer des irritations de I'appareil respiratoire. La concentration d'ozone est en relation directe
avec l'ensoleillement (UV). Les concentrations sont donc les plus importantes en période
estivale (de mai a septembre) et I'aprés-midi. Pendant la nuit, la production est stoppée et I'ozone
produit dans la journée est piégé ou détruit par la végétation

Lorsque nous parlons de 1’ozone, il s’agit donc de la pollution photochimique qui est définie
comme un ensemble de phénomenes complexes conduisant & la formation d'ozone et d'autres
composés oxydants (peroxyde d'hydrogene, aldéhydes, peroxyde acétyle nitrate ou PAN) a
partir de polluants primaires (appelés précurseurs) en présence d'énergie apportée par le
rayonnement Ultra-Violet (UV) solaire. Ces phénomenes ont lieu dans les couches d'air proche
du sol et dans la troposphere libre. L'ozone forme a ce niveau est qualifié de "mauvais ozone "

en raison de ses effets néfastes sur la santé humaine et sur les végétaux.

» Origines : L'ozone au niveau du sol est formé indirectement par I'action de la lumiére
du soleil sur les composés organiques volatils en présence du dioxyde d'azote. Il s'agit
donc d'un polluant secondaire. Il n'y a aucune émission synthétique directe de I'ozone a

I'atmospheére.
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> Effets sur la santé : Gaz agressif, fortement irritant pour les muqueuses oculaires et
respiratoires. Il pénetre aisément jusqu'aux voies respiratoires les plus fines. Il peut ainsi
entrainer des irritations du nez, des yeux et de la gorge, des altérations de la fonction
pulmonaire, des essoufflements et des toux et il accroit les crises d'asthme.

> Effet sur I’environnement : L'ozone peut perturber l'activité photosynthétique des
végetaux, altérer leur résistance, diminuer la productivité des cultures et provoquer des
Iésions caractéristiques. L'ozone contribue aussi a l'effet de serre et accélere la
dégradation des matériaux tels que le caoutchouc (craquelures). (Malbreil Nathalie,
1997)
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Chapitre 2 : La Biosurveillance
1. Définition
La biosurveillance est définie comme « I’utilisation des réponses a tous les niveaux
d’organisation biologique (moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique, tissulaire,

morphologique, écologique) d’un organisme ou d’un ensemble d’organismes pour prévoir et/ou

révéler une altération de I’environnement et pour en suivre son évolution ».

Il s'agit d'une évaluation de la pollution a l'aide d'organismes vivants, généralement des plantes.
La biosurveillance repose sur l'utilisation d'indicateurs biologiques. Ces organismes sont
exposés a la contamination. lls nous renseigner a quel point I'environnement (atmospheére, eau,
sol, etc.) est pollué par leur présence ou leur absence, voire des symptémes d'intoxication.
L'indicateur biologique le plus connu est le lichen, mais tous les organismes sont plus ou moins
sensibles a la pollution. La biosurveillance peut également s‘appuyer sur des bioaccumulateurs,
qui renseignent sur les niveaux de substances polluantes. Les lichens, ainsi que les mousses et
de nombreux autres organismes végétaux ou animaux comme les vers de terre, sont d'excellents

bioaccumulateurs. (Arehn, 2013)

2. Les principes de la biosurveillance
2.1. Lesapproches de la biosurveillance

a) Biosurveillance passive: également appelées méthodes intégrée ou in situ :
Cette méthode est basée sur I'observation d'organismes naturellement présents
dans le milieu étudié. Il est principalement utilisé pour observer les effets a long
terme, en tenant compte des conditions écologiques et climatiques (Van
Haluwyn, 1998).

b) La biosurveillance active : est une méthode basée sur l'introduction dans des
sites de recherche d'organismes cultivés dans des conditions contrblées (par
exemple en serre) ou obtenus a partir de lieux contrdlés (par exemple la
technique de transplantation de lichens non cultivés) (Leblond et al, 2014). Des
méthodes de laboratoire dans des conditions entierement contr6lées en termes
de développement et d'exposition sont également possibles. Principalement
utilisé pour observer les effets a court terme dans des conditions d'exposition

spécifiques (Cuny et al, 2008).
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La principale limite de la biosurveillance réside dans la nature biologique de I’indicateur,
puisqu’elle dépend de la présence de 1I’organisme étudié en quantité suffisante, de sa sensibilité
a d’autres facteurs (biotiques ou abiotiques) ou encore de sa compétitivité par rapport a d’autres
organismes ou espéces. Ainsi des facteurs écologiques peuvent avoir un impact suffisant pour
conduire a une mauvaise estimation des effets des polluants étudiés (Cuny, 2012)

2.2. Lesconcepts de la biosurveillance

Qurelle soit passive (prélevement direct sur le terrain) ou active (matériel biologigue transplanté

sur site), la biosurveillance peut étre réalisée a différentes échelles, elle englobe quatre concepts
a) Le bioindicateur

Un bioindicateur se situe au niveau individuel. Elle se fonde sur l'observation des effets
cliniques et visibles des pollutions sur un organisme. Ces effets sont observables au niveau
morphologique, tissulaire ou physiologique. Il s'agit par exemple de 1’apparition de nécroses
foliaires (Silva et al, 2012) ou la modification de la croissance racinaire (Manier et al, 2009).
Un indicateur biologique est un organisme dont la présence, I'absence ou I'abondance refléte la
qualité du milieu. Par rapport aux mesures physico-chimiques, les indicateurs biologiques
offrent une méthode peu colteuse et rapide pour évaluer I'impact des ions environnementaux
perturbateurs sur les écosystémes. De nombreux taxons ont utilisés comme indicateurs
biologiques, couvrant la plupart des milieux terrestres et aquatiques. L'utilité d'un indicateur
biologique dépend de la précision des informations environnementales qu'il fournit. Les
indicateurs biologiques les plus couramment utilisés semblent avoir idéalement les

caractéristiques suivantes :

e Apporter une réponse continue a diverses variables, propriétés et intensités de
pression
e Largement distribué mais pas trés mobile pour s'adapter aux conditions locales

e Mesure économique des identifiants.
b) Le biomarqueur

C'est un changement observable mesurable au niveau moléculaire cellulaire, physiologique et
biochimique, il révele une exposition passée une personne posséde au moins un produit

chimique caractéristique d'un polluant (Lagadic et al ,1997)

Les biomarqueurs caractérisent les effets précoces, invisibles et spécifiques du stress au niveau

individuel. Les derniers concepts dans le domaine de la biosurveillance végétal sont encore
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largement en développement, I'utilisation de biomarqueurs bases par exemple sur la
fluorescence de la chlorophylle, I'activité photosynthétique (Catalyud & Barreno, 2004)
(Crous et al, 2006), les dosages enzymatiques (Rai & Agrawal, 2008), I'intégrité membranaire

ou le suivi de la génotoxicité (Rzepka et al, 2011 ; Misik et al, 2011)
c) La biointégration

Permet d’évaluer les effets a long terme sur les communautés par I’étude de la densité et de la
diversité spécifique de populations au sein d’un écosystemes. Les organismes sentinelles
utilisés sont généralement des végétaux. (Thimonier et al 1994 ; Takahashi & Miyajima
2010)

d) La bioaccumulation

La bioaccumulation fait référence a lI'accumulation de polluants dans les tissus végétaux ou
fongiques, qui sont ensuite utilisés comme matrice pour le dosage de divers polluants. Ce
phénoméne d'accumulation en surface et/ou a l'intérieur integre des parametres du milieu
environnemental (disponibilité environnementale des polluants) et des composantes
physiologiques et métaboliques de l'organisme (transplantation). Dans ce cas, les
concentrations tissulaires reflétent I'imprégnation du milieu et correspondent a la fraction
biodisponible qui reste finalement dans l'organisme. Ces grandeurs ne sont donc pas
directement des grandeurs ambiantes. C'est une méthode largement utilisée aujourd'hui pour
étudier I'imprégnation des polluants dans I'environnement et suivre leur évolution temporelle et
spatiale. (Larsen et al, 2007 ; Cloquet et al, 2009 ; Gerdol et al, 2014)

3. Biosurveillance dans les zones urbaines avec des lichens

L’idée d’observer les effets de la pollution atmosphérique sur le compartiment végétal remonte
a plusieurs siecles, avec la description de dégats foliaires en 1661 par J. Evelyn, suite a la
contamination de 1’air par la combustion du charbon (Treshow& Bell, 2002). Mais le véritable
concept de la biosurveillance végétale et fongique de la qualité de I’air date de la fin du
X1 Xesiecle ou Nylander propose d’utiliser les lichens comme « hygiométres » de la qualité de
I’air, apres avoir constaté la progressive disparition des colonies a I’approche des villes, comme
a Paris (Nylander, 1866). Depuis, la biosurveillance est employée pour répondre a différents
objectifs, que ce soit I’analyse des distributions spatiales et temporelles des impacts des
polluants ou I’identification et le suivi de sources ponctuelles de contamination. Elle est

également de plus en plus intégree aux méthodologies d’évaluations des risques sanitaires et
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écologiques et constitue un outil d’information du grand public et d’aide a la décision dans les

autorités publiques (Cuny, 2012).

Les méthodes physico-chimiques de surveillance de la qualité des milieux mesurent
les concentrations de composants présents dans 1’environnement, permettant par la suite leur
comparaison a des valeurs réglementaires. Cependant, ces techniques n’apportent pas
d’information directe sur les effets des polluants sur les organismes. Quelles que
soient les évolutions technologiques des systemes de méetrologie, la biosurveillance (basée
sur des modeles fongiques ou végétaux) demeurera toujours la seule approche capable d’évaluer
des effets biologiques d’une altération de I’environnement (Van Haluwyn et al, 2011). La
biosurveillance et ses différents concepts ont été formalisés par Garrec & Van Haluwyn 2002.
Ces approches consistent a observer et mesurer de facon globale la réponse des organismes aux
contaminants et intégre les effets du mélange des composés présents dans I’environnement,

mais aussi les caractéristiques écologiques et climatiques du territoire (Van Haluwyn, 1998).

Les environnements artificiels tels que les villes ou les zones industrielles sont des cibles de
choix pour la biosurveillance des lichens. Bien que moins fréquents qu'en forét, les lichens se
retrouvent sur les arbres urbains pour évaluer la qualité de I'air dans ces conditions. Quoique
leur sensibilité a la pollution atmosphérique limite leur développement, Les lichens sont utilisés
depuis des décennies dans la recherche scientifique sur la bioaccumulation pour mesurer les
concentrations de métaux (plomb, cuivre, zinc) a proximité de sources locales (incinérateurs de
déchets, usines, mines). Dans les cas ou la présence spontanée des lichens ne suffit pas a réaliser
toutes ces mesures, des expériences de transplantation (biosurveillance active) ont également
éteé réalisées. Les observations linéaires loin de la source montrent ses effets locaux, la teneur

en métal diminuant fortement avec la distance (Munazi et al, 2016 ; Adamo et al, 2015)
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Chapitre 3 : les lichens
1. Définition
Un lichen est un végétale inferieur formé par lI'union symbiotique d'un partenaire fongique
(champignon) et d'un organisme photosynthétique (photobionte) (Raven et al, 2003). Le lichen
pousse sur les murs, les roches, les arbres, etc. Il pousse rapidement et vit longtemps, il se met
dans un état de dormance lorsqu’il n’a pas assez d’eau et recommence a pousser lorsqu’il a
suffisamment d’eau. Le lichen peut survivre a des conditions extrémes de chaleur et de froid,
mais pas aux vapeurs ni la fumée car ils n’ont pas de stomates ou de cuticules pour réguler les

échanges d'air, de sorte que ces organismes peuvent s'intégrer au fil du temps jusqu'aux effets
de la pollution de l'air.

Les lichens sont considérés comme le résultat d'une association symbiotique d'un champignon
et d'une algue. Plus précisément le terme "algues" indique soit une Cyanobacteriae ou un
Chlorophyceae, le champignon est habituellement un ascomycete, mais en de rares occasions,

il peut étre soit un Basidiomycétes ou un Phycomycetes.

Dans cette association, 1'algue est la partie qui s’occupée de la formation des ¢léments nutritifs,
étant donné qu'il contient de la chlorophylle, tandis que le champignon fournit a l'algue de I'eau

et les minéraux. (Grube ,2015)
» Photobios
Du grec photo = lumiere, bios = vie, également connu sous le nom de phycosymbionte.

Les photobiontes peut étre une algue verte, une cyanobactérie ou les deux. Les cyanobactéries
et les algues fixent I’azote et le carbone, ce dernier est fourni gréce a la photosynthese (Deruelle

et Lallemant, 1983).
» mycobios
Du grec, myco = champignon ; bios = vie, aussi appelé mycosymbionte.

Presque tous les champignons de lichen appartiennent aux Ascomycetes ou plus de
basidiomyceétes supérieurs (Ozenda, 2000), Les champignons occupe généralement environ
90% du thalle et ont des fonctions de protection et de drainage. Ils ont la capacité de stocker

I'eau dans la membrane et de la transférer vers algues (Gonjion, 2004).
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» Relation nutritionnelle

La symbiose des lichens repose sur la complémentarité métabolique entre les algues
autotrophes et les champignons hétérotrophes. Les algues synthétisent leurs propres composés
organiques, dont certains sont fournis au champignon sous forme de glucides solubles. En
retour, les champignons récuperent I'eau sous forme liquide (pluie, brouillard...) ou gazeuse (air
ambiant). Cette eau apporte les sels minéraux (macro et micronutriments) et les vitamines
nécessaires a la croissance photobiologique. La nutrition azotée est apportée par différentes
sources selon la nature des partenaires algaux. Chez les cyanobactéries, les photobiontes sont
capables de fixer ’azote atmosphérique, répondant ainsi a la demande en azote de la
communauté. En revanche, les lichens verts dépendent de leur environnement pour les

composés azotés. (Kranner ,2019)

2. Morphologie d’un lichen
2.1. Structure lichénique
La structure lichénique est constitué de trois zones horizontales (Figure 1) :
(Rikkinen J, 2017) (Nash 111 et al ,2008) (Ahmadjian et al ,2001)
» Zone cortex supérieur, formé par un réseau trés serré d’hyphes fongiques et contenant
les pigments lichéniques
» Zone médullaire, formée par un réseau d’hyphes moins dense et abritant les cellules
algales
> Zone cortex inférieur, constitué d’un réseau serré d’hyphes et pouvant dans certains

cas donner naissance a des rhizines, assurant I’ancrage du lichen & son substrat

Structure d'un jeune lichen

Rhizine

Figure 1 : Structure d’un lichen en coupe transversale (Masson, 2014)
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Organe porté par le thalle : (figure 2) (Lange et al, 2005 ; Honegger, 2008)

Soralia : Ce sont des organes poudreux ou granuleux constitués d'algues et de filaments
mycéliens, drainés par les déchirures de la masse algale. Leur couleur est généralement
différente de celle du champignon. Leur transport par le vent ou les insectes permet a
I'espéce de se propager sur de longues distances

Isidies : Ce sont des organes en forme de petits bourgeons composés d'algues et de
myceélium. lls sont généralement de la méme couleur que le champignon car ils sont
recouverts de cortex. Ces petites excroissances peuvent étre facilement détachées et
propagées sur le substrat voisin.

Apothécies : Ce sont des organes mycéliens en forme de coupe qui existent a la surface
des bactéries et ont une fonction reproductrice

Péritheces : Il s'agit des organes mycéliens en forme d'outre de dépressions de peau
de vin incrustés dans le thalle et qui présentent la méme fonction de reproduction que
les asques

Cil : Organe filiforme dispose sur les bords du thalle dont la fonction est d'augmenter
la surface du lichen

Rhizine : Organe qui permet la fixation du thalle au substrat

Poil : Organe trés fin (en principe visible a la loupe) correspondant & un long
prolongement d'un filament mycélien du cortex, a peine visible a I'eeil nu.
Céphalodies : Présence dans certains lichens a algues vertes de cyanobactéries qui
constituent des excroissances & la surface du thalle.

Fibrille : Ramification filamenteuse pouvant atteindre 1 cm de long et de méme couleur
que le thalle.

Papille : Présence entre les fibrilles du genre Usnea de petites protubérances.
Cyphelle : Présence sur le cortex inférieur de dépression a contour arrondi ou la médulle
est a nue. Les pseudocyphelles ont un contour plus flou.

Veines : Présence a la face inférieure d'un thalle, de saillies allongées disposées plus ou

moins en réseau et portant parfois des rhizines ou un duvet dense appelé tomentu
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2.2.Différent type de lichen :

Les lichens sont classés selon la nature du substrat on peut les classer comme suit: (tableau 1)

Xanthoria ’ Lecanora Bagliettoa Lathagrium Squamarina
S Usnea fiorida X < :
parietina concolor cazzae cristatum cartilaginea

~ o - - =

e
oo
"5
-

Cladonia
polydactyla

Thalle en Thalle Thalle en Thalle en Thalle solide, Thalle Complexe : Thalle

Leprario
membranacea

forme de fruticuleux forme de forme de noir et cassant squamuleux. - thalle lépreux, a
feuille plus ou moins crolte crodte a |I'état sec Formé de primaire trés I'aspect
(foliacé) ramifié et (crustacé) (crustacé) petites adhérent au farineux
pendant Devient écailles (ou substrat
Se détache Ne peut étre Ne peut étre gélatineux squamules) - thalle
facilement du Surface de détaché qu'a détaché qu'a sous l'action imbriquées secondaire
substrat contact I'aide d’un l'aide d'un de la pluie comme les dressé (ou
réduite avec marteau et marteau et tuiles d’un toit podétion) en
le substrat d'un burin d‘un burin forme de
trompette ou
de tiges
Fixé surles Surtout sur Encroitant, Encroitant, Fixé sur des Recherche les Sur bois Sur
écorces des troncs et adhére aux fréquent sur rochers rochersou les pourri, a la escarpements
arbres isolés branches des rochers parois calcaires sols calcaires. base des rocheux
riches en feuillus en siliceux calcaires Commun dans troncs siliceux
poussiéres foréts d'altitude ensoleillées e midi. moussus, ombragés
humides ou du midi recherche eten
sur arbres I"humidité et atmosphere
isolés la lumiére humide,
parfois sur sol
ou mousse

Tableau 1 : Principaux types de thalle lichénique (nom, photo, caractéristiques de leur
thalle et de leur relation avec le substrat). (Asta, 2019)

3. Reproduction des lichens
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3.1.Reproduction sexuée

La reproduction sexuée implique des partenaires fongiques uniquement par la production de
spores méiotiques (Milen et Lebel, 2000). Aprées épandage sur un substrat adapté, les spores
germent pour former des hyphes et piéger des cellules d'algues compatibles. Le plus souvent,
la reproduction sexuée implique un asque, une structure en forme de corne présente a la surface
de la bactérie. L'aspect général des asques et la morphologie des spores sont des critéres trés
utiles. D'autres structures moins courantes (calice, asque, etc.) peuvent également étre

impliquées (Ozenda, 2006).

Figure 3 : Structures de reproduction sexuée chez les lichens : apothécies (a gauche),

lirelles (au centre) et périthéces (a droite) (Agnan, 2021)
3.2. Reproduction asexuée

Le deuxiéme mode de reproduction est la reproduction asexuée qui fait intervenir deux
structures spécialisées : la soralie (amas poudreux libérant des sorédies) et les isidies (produit
des frondes). Les sorédies et les isidies sont constituées de deux partenaires (mycélium et
gonidies). Ces fragments de lichen se déplacent avec le vent et dans des conditions favorables
peuvent coloniser de nouveaux milieux. (Raven et al 2003, Serusiaux et al, 2004).

Figure 4 : Structures de reproduction asexuée chez les lichens : soralies (a gauche) et
isidies (a droite) (Agnan, 2021)

4. Usage des lichens
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Les lichens omniprésents ont suscité un grand intérét. Bien que leur métabolisme est faible, ils
jouent un role important dans la nature, ils ont été utilisé dans de nombreux domaines depuis
I'Antiquité (Ozenda, 2000)

a) Usage médicinal
Le principal intérét médical des lichens semble étre la possibilité d'extraction antibiotique.

> Usnea est utilisé pour I'extraction de I'acide usnique qui est actif contre une vingtaine
de bactéries.

» Ramalina reticulata est utilisé pour obtenir une substance antibactérienne, elle est active
contre plusieurs bactéries (Ozenda ,2000).

b) Usage alimentaire

Certains lichens contiennent des macromolécules de lichénine qui se décomposent en glucose

lors de la digestion, ils peuvent étre utilisés comme aliments pour animaux :

» Cladonia rangiferina ; qui fournit réellement la base de la nourriture du renne.
» Cetrariaislandica ; utilisé pour I'alimentation des porcs, des chevaux et des vaches dans

les pays nordiques (Ozenda et Clauzade ,1970)
¢) Usage industriel

» Extraction industrielle de produits de parfumerie.
> Production manuelle de matiéres colorantes.

» le mucilage

» Glucose et alcool (Ozenda, 2000)

5. Lichens comme bioindicateur :

Les lichens n'ont pas de systéeme de contréle d'acces, Il n'y a pas de pores pour controler la
communication avec l'atmosphére. De méme, ils n’ont pas de structures leur permettant de

limiter les effets de la pollution atmosphére (Deruelle, 1984).

Parce qu'ils absorbent I'humidité de I'air, les lichens concentrent les substances les contaminants
qui s'y trouvent, comme les métaux lourds, le plomb, le fluor ou le dioxyde de soufre. Ils sont
plus ou moins sensibles a la pollution de l'air, Cela fait de ces organismes d'excellents

"indicateurs biologiques"” (Bourdial, 2000).
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De plus, leur longévité, leur activité métabolique continue, leur dépendance a I'environnement
apport atmosphérique et sa croissance lente, les lichens sont trés sensibles aux changements de

composition de I'air et donc a la pollution atmospheérique.

Pour la méme raison, ils offrent la possibilité de surveiller la contamination de la pollution sur
une grande période. Les lichens intégre principalement les données globales relatives a la

charge de I'atmosphere en effluents acides (Gonjion, 2004).
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Il. Partie pratique
Chapitre 1 : Matériels et méthodes

1. Objectifs de I'étude

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a I’étude des effets de la pollution atmosphérique
sur une espéce lichénique (Flavoparmelia caperata) bioindicatrice de la qualité de I’air, et cela
par le dosage des différents biomarqueurs du stress (chlorophylle, caroténoides, protéines,
catalase)

2. Localisation de la zone des prélevements des échantillons lichéniques

Le choix de notre station témoin et des prélevements des transplants ou se développent
naturellement notre espéce s’est porté sur le parc national d’El Kala « PNEK » faisant partis
des sites RAMSAR et plus précisément au niveau la forét de Bougous zone non polluée abritant
une espéce foliacée Lobaria pulmonaria indicatrice de continuité forestiére(Slimani et al
,2013).

3. Présentation de la zone d’étude

> Localisation géographique d’Annaba

La wilaya d’Annaba est située a I’Est de 1’ Algérie, entre les latitudes 36°53'59” Nord et les
longitudes 7°46'00” Est. Elle est bordée au Nord par la mer méditerranée, a 1I’Est par la wilaya
d’El Tarf, au Sud par la wilaya de Guelma et Ouest par la wilaya de Skikda. Elle couvre une
superficie de 1411, 98 kmz.

4. Méthodologie d’échantillonnage

Pour le prélevement de nos échantillons, nous avons choisi un site a priori sain et qui n’est pas
sous I’effet de pollutions anthropiques, la forét de Bougous incluse dans le parc national d’El
Kala et pour plus d’assurance nous les avons prélevés sur des arbres abritant aussi 1’espece
Lobaria Pulmonaria dont la présence reflete une absence totale de pollution. (Lacoux et
Angler, 2004 ; Signoret, 2001)
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» Meéthode de transplantation

Royaume:Champignons
Division: Ascomycota
Classe: Lécanoromycétes
Ordre: Lecanorales
Famille: Parmeliaceae

Genre: Flavoparmelia

Espéce: Flavoparmelia caperata

Figure 5 : Flavoparmelia caperata

La technique de « transplants de lichens » mise au point par Brodo (1961) consiste a prélever
des échantillons dans une station de référence non contaminée et a les installer dans le site a
étudier. Il est important que les lichens subissent le moins de perturbations possibles au cours
du prélevement et, pour cette raison, on préléve généralement le lichen avec son support

(fragment d’écorce ou branche).

Pour notre cas, nous avons choisi de transplanter des branches recouvertes de thalles que nous
avons fixé a I’aide d’une ficelle a une hauteur de 1.5 métre du sol sur divers supports, la

transplantation a eu lieu le 04 /01/2023 au niveau de cing zones dans une durée de 02 mois.

Nous avons réparti nos sites ou les transplants ont été places, en fonction de la concentration de
la pollution atmosphérique dans la région d’Annaba et cela en nous référant a une étude
antérieure dont le but était de cartographier la pollution atmosphérique de I’agglomération
d’Annaba.

e Zonel: Elysa

e Zone 2 : Sidi Aissa
e Zone 3:8 mars

e Zone 4 : Saint Cloud

e Zone 5 : Bougous (témoin)
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4.1. Technique de dosage de pigment chlorophylliens et des caroténoides

Nous avons utilisé pour I’extraction de la chlorophylle la méthode établie par (Arnon, 1949).
Les échantillons de feuilles (0,5 g) ont été broyés dans 10 mL d’acétone a 85 %. Les débris
cellulaires ont ensuite été éliminés apres une centrifugation de 3000 rpm pendant 10 min et le
surnageant a été récupéré. L absorbance des échantillons a été déterminée a 645, 663 et 470 nm
au spectrophotomeétre UV-visible, modele BioMate 3. Les teneurs en pigments ont été calculées

en pug.mL* selon les équations suivantes (Lichtenthaler et Wellburn, 1983) :

chlorophylle a : Chla=12,21 DOgs3 — 2,81 DOsass
chlorophylle b : Chl b = 20,13 DOegss — 5,03 DOss3
chlorophylles totales : Chla+b =Chla+ Chl b

caroténoides  totaux  (xanthophylles + - Car = (1000 DOz — 3,27 Chl a — 104 Chl b) /

caroténes) : 229

» Préparation de I’extrait enzymatique
La méthode adoptée afin d’obtenir I’extrait enzymatique du végétal est celle de (Loggini et
al,1999).
Aprés 02 mois nos transplants et les échantillons témoins ont été récoltés et broyés a froid a
I’aide d’un mortier dans tampon phosphate (Sml NaK, pH=7,8) a raison de Iml du tampon pour
lg de matiere fraiche. L’homogénat est ensuite filtré a I’aide d’une toile adéquate avant de
procéder a une centrifugation a froid a 12000xg pendant 20 mn (centrifugeuse sigma 3-16K).
Le surnageant obtenu sera utilisé comme extrait pour la détermination des différents extraits
enzymatiques.

4.2. Technique de dosage de protéines totales
Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de (Bradford, 1976), utilisant le Bleu
Brillant de Coomassie (G 250, Merck) comme réactif et I’albumine sérum de beeuf (BSA,
Sigma) comme protéine standard.
Pour un volume de 3ml, le mélange réactionnel contient : 200ul d’extrait d’enzymatique brut
et 2 ml du réactif Bleu Brillant de Coomassie. Les absorbances sont lues a une longueur d’onde

de 595 nm.
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4.3. Technique de dosage de I’activité Catalase (CAT)
L’activité de la catalase (CAT) est réalisée suivant la méthode de (Cakmak al Horst, 1991).
La décroissance de I’absorbance est enregistrée pendant trois minutes par un spectrophotometre
(JENWAY 63000) pour une longueur d’onde de 240 nm et un coefficient d’extinction molaire
€ = 39400M -1 cm -1. Pour un volume final de 3ml, le mélange réactionnel contient : 100pl
d’extrait d’enzymatique brut, 50ul de peroxyde H2 O2a 0,3% et 2850ul du tampon phosphate
(50Mm, Ph=7 ,2). L’¢étalonnage de I’appareil se fait en I’absence de 1’extrait d’enzymatique. La
réaction est déclenchée par I’addition d’eau oxygénée. L’activité catalase est exprimée en
nmol /min /mg de protéine.

e Quantification des mesures spectrophotométriques :
La formule suivante est utilisée dans la quantification des différentes mesures

Spectrophotométriques suite aux dosages enzymatiques de I’APX et CAT (Servais, 2004).

AA.Vt

Act. = ————m
e. At.Ve.p

Act: Activité enzymatique en nmole/min/mg de Protéines.

¢ : Coefficient d’extinction linéique molaire en M.

AA : Différence moyenne de I’absorbance.

Vt : Volume total du mélange réactionnel en ml.

Ve : Volume de [°extrait enzymatique en ml.

L : Largeur de la cuve de mesure en cm.

P : Teneur en protéine en mg/g.

T : Temps de lecture.
> L'étude statistique :

On a effectué trois répétitions dans chaque concentration pour qu'on puisse calculer 1’€écart type.
5. Observations sous binoculaire et coupes histologiques selon Ozanda et

Clausade 1970

L’étude morphologique a été faite par observation des différentes parties du thalle sous la loupe
binoculaire, par la suite des coupes histologiques trées fines des thalles ont été observées sous

microscope a grossissement.
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Chapitre 2 : Résultats et interprétation

1. Résultats des coupes histologiques

1.1. Témoin

o

Figure 7: Observation a la loupe de nos transplants (Fares N, 2023)
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Le thalle foliacé est généralement de grande taille, vert-jaunatre (coloration naturel), facile a
décrocher de son support et son centre tend a se détacher naturellement avec le temps. La face
supérieure est plus ou moins irrégulierement ridée. La face inférieure est noire sauf au niveau

des bords des lobes ou elle est bruneclaire sur quelques millimeétres.

Figure 8: Observation sous microscope x10 Figure 9 : Observation sous microscope X 20
(Fares N, 2023)

Les figures 8 et 9 représente les observations sous microscope a grossissent x10 et de la coupe
histologique de nos échantillons de lichens témoins, nous avons pu observer différentes
structures distinctes. En périphérie, nous avons observé des hyphes incolores du champignon
formant un réseau dense de filaments entrelacés, constituant ainsi une couche protectrice

connue sous le nom de zone corticale.

En progressant vers l'intérieur de la coupe, nous avons pu observer des hyphes non
enchevétrés, entourant de maniere sporadique les cellules verdatres de I'algue. Juste en

dessous de cette couche, se trouve la zone médullaire, constituée exclusivement d'un tissu

d'hyphes.
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1.2. Elysa

Décollement
du thalle

FigurelO : Observation des transplants a I’eeil nu (Fares N, 2023)

Brunissement
du thalle

Figure 11 : Observation sous binoculaire (Fares N, 2023)

Les figures 10 et 11 représentent respectivement 1’observation de nos transplants a 1’ceil nu sur
support et a travers une loupe binoculaire, ou on peut observer : un décollement des thalles et
des chloroses entrainant un brunissement du thalle.
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Figure 12: Observation sous microscope x10 Figure 13:Observation sousmicroscope x20
(Fares N, 2023)

Les figures 12 et 13 représentent une coupe histologique de nos transplants aux grossissements

x10 et x20, ou on observe : une absence des rhizines, et un brunissement des gonidies.

1.3. Sidi issa

Desséchement
et décollement

du thalle

Décoloration
du thalle

Figure 14: Observation du transplant a I’ceil nu (Fares N, 2023)
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P

Figure 15 : Observation sous binoculaire (Fares N, 2023)

Les figures 14 et 15 représentent nos transplants a travers une loupe binoculaire et a I’ceil nu
sur support, ou on peut observer : un décollement des thalles et une chlorose entrainant la perte

de la couleur verdatre.

Cortex
supérieur

Hyphes

Figure 16 : Observation sous microscope x 10 (Fares N, 2023)
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Cortex
mycélium
supérieur
Cellules algales
Hyphes
Cortex
inferieur

Figure 17: Observation sous microscope x 20 (Fares N, 2023)

Les figures 16 et 17ci-dessus représente une observation sur microscope des coupes
histologiques de nos transplants aux grossissements x10 et x20, on observe une apparition de
nécroses d’ailleurs on ne parvient pas a faire la différence entre les zones corticales et

médullaire

1.4. 8 Mars

Figure 18: Observation du transplant a I’ceil nu (Fares N, 2023)
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Figure 19 : Observation sous binoculaire (Fares N, 2023)

Dans les figures ci-dessus 18 et 19, les transplants de la zone du 8 Mars présentent les mémes
perturbations observables a la loupe et a I’ceil nu que les zones précédentes (celles de 1’Elysa,

Sidi aissa, Saint Cloud) avec une accentuation du décollement et du brunissement des thalles

Cortex

Cellules L
supérieur

algales

Figure 20: Observation sous microscope x 10 (Fares N, 2023)
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Figure2l : Observation sous microscope x 20 (Fares N, 2023)

Les figures 20 et 21 montres des coupes histologiques microscope ou on observe une présence

des rhizines ainsi une légere nécrose des gonidies.

1.5. Saint cloud

Brunissement du
thalle

“Décollement
du thalle

Figure 22: Observation a I’ceil nu (Fares N, 2023)
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Thalle brunatre
décoloré et
Iégerement décollé

Figure 23 : Observation sous binoculaire (Fares N, 2023)

Dans les figures ci-dessus 22 et 23, nos transplants de la zone de Saint Cloud présentent les
mémes perturbations observables a la loupe et a 1’ceil nu que dans les zones précédentes

notamment la chlorose qui accentue le brunissement et les thalles décollés de leurs supports.

Figure 24: observation sous microscope x 10 (Fares N, 2023)
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Figure 25 : Observation sous microscope x 20 (Fares N, 2023)

Les figures 24 et 25 représente des coupes histologique au microscope on observe une rareté
des rhizines aussi une nécrose des gonidies, ainsi que un des cassures au niveau des hyphes.

2. Résultats des dosages d’échantillons

2.1. Résultat du dosage de la chlorophylle

Chlorophylle a

T
T

Elysa Sidi Aissa  08-mars St Cloud Témoin

= R
o N b

Chl a pug/g de matiere fraiche

o N b O

Zones

Figure 26 : Variations spatiales des moyennes du taux de la chlorophylle (a) de la
Flavoparmelia caperata

Nous enregistrons selon la figure 26 le taux de la Chlorophylle a le plus élevé dans la zone de
Bougous (temoin) avec une valeur moyenne de (11,9866 pg / g MF), de méme pour la zone de
8 mars ou la synthése de la chlorophylle a se rapproche a celle du témoin avec une valeur de
(11,0747 pg / g MF), par contre au niveau des autres zones on observe une fluctuation des
valeurs qui semblent plus faibles par rapport au témoin.
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Chlorophylle b

.
.
.
T I I
| I

Elysa Sidi aissa  08-mars St Cloud Témoin

[ = S S
o N B O

Chl b pug/g de matiére fraiche

o N B OO 0

Zones

Figure 27 : Variations spatiales des moyennes du taux de la chlorophylle (b) de la

Flavoparmelia caperata

D'apres la figure 27, nous avons enregistré le taux de chlorophylle b le plus élevé avec une
valeur moyenne de (14,1454 pg / g MF) dans la zone de Saint cloud par rapport au témoin
(13,1680 ng / g MF), dans la zone de I’Elysa on a observé une diminution de la synthése de la
chlorophylle b et cela par rapport au témoin avec une valeur de (11,1895 pg / g MF)

Chlorophylle
a+b

T
-
10 I
0

Elysa Sidi Aissa 08-mars St Cloud Témoin
Zones

N N w
o v o

=
(2]

chlo a+b g/g de matiére fraiche
(9]

Figure 28 : Variations spatiales des moyennes du taux de la Chlorophylle (a+b) de la
Flavoparmelia caperata

La figure 28 montre que la chlorophylle (a+b) suit la méme tendance que celle de la
chlorophylle a et b. ou en remarque une diminution des teneurs en chlorophylle des transplants
de toutes les zones par rapport au témoin (25,1546 pg / g MF) sauf pour les stations de St Cloud
et du 08 Mars qui se rapproche au témoin.
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2.2. Résultat du dosage des caroténoides

Caroténoides

N W 1o N

Caroténoides
pg/g de matiére fraiche
—

0 ' ——

elysa sidiaissa  08-mars St cloud Témoin

Zones

Figure 29: variations spatiales des moyennes du taux de la Caroténoide de la

Flavoparmelia caperata

On observe dans la figure 29 une perturbation de la synthése des caroténoides, la zone de I’Elysa
(6,0922 ug / g MF) ou on a enregistré la valeur la plus élevé vis-a-vis des autres zones, la zone
de Saint Cloud a noter la valeur plus faible (0,0565 pg / g MF)

2.3.Résultat du dosage des protéines

ELYSA SIDI AISSA  08-mars St cloud Témoin

v U U
A O o

Ul
N

Protéines totales mg/g MF
S B S (€3]
> [e)] 0] o

SN
N

Zones

Figure 30 : Variations spatiales des moyennes du taux de la protéine de la Flavoparmelia caperata

Nous enregistrons selon la figure 30 le taux des protéines totales le plus élevé dans la zone de

I’Elysa avec une valeur moyenne de (54,9147 ug / g MF), tant dis que le témoin détiens la
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valeur la plus base (47,8217 ug / g MF) au niveau des autres zones on observe une fluctuation

des valeurs qui semblent plus élevé par rapport au témoin

2.4.Résultat du dosage de la catalase

0,00014

ine

£ 0,00012 T
0,0001

0,00008

0,00006

0,00004

CAT nmole / min / mg en proté

0,00002 B
P B

Elysa Sidi AISSA  08-mars St Cloud  Témoin
Zones

Figure3l : Variations spatiales des moyennes du taux de la catalase de la

Flavoparmelia caperata

La figure 29 représente les taux de la catalase au niveau des différentes stations, ou on remarque
que la zone témoin Bougous a enregistré le taux le plus élevé (0,00011 nmole / min / mg en

protéine) par rapport aux autres zones dont I’activité catalase semble faible.
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Chapitre 3 : Discussion

La zone d'étude sélectionnée est une source indiscutable de polluants atmosphériques en raison
de la présence permanente d'hydrocarbures provenant de la circulation des vehicules. Les
émissions polluantes dépendent non seulement des caractéristiques spécifiques des véhicules
en circulation, mais aussi du type de carburant qu'ils utilisent. Par exemple, dans une voiture a
essence, si la combustion est compléte, tout le carburant est converti en CO2 et H,O. Mais en
réalité ce n'est pas complet, les véhicules émettent aussi du soufre et du monoxyde d'azote
(Masclet p. 2005). Dans ce contexte le but de notre étude était d'évaluer les effets de la pollution
atmosphérique urbaine sur les lichens en se concentrant sur certains parametres spécifiques tels

que la chlorophylle, les caroténoides, les protéines et la catalase.

Les lichens sont souvent utilisés comme bioindicateurs de la qualité de I'air en raison de leur
sensibilité aux changements environnementaux, y compris la pollution atmosphérique. En
étudiant les variations des parameétres mentionnés ci-dessus, I'étude visait a identifier I’impact
de la pollution atmosphérique sur les lichens et a fournir des informations sur leur capacité

d'adaptation et de survie dans des environnements urbains pollués.

Les résultats obtenus dans notre étude confirment les observations déja rapportées par plusieurs
travaux (Farkas et al, 2017 ; Paoli et al, 2010 ; Santrorufo et al, 2016) et fournissent des
informations supplémentaires sur les réponses des lichens a la pollution atmosphérique, y
compris des études similaires portant sur les chlorophylles, les caroténoides, les protéines et les
enzymes (Munzi et al, 2011 ; Nimis et al, 2003 ; Giordani et al, 2017)

Dans certains cas, la dégradation de la chlorophylle est généralement en relation avec I’ intensité
de la pollution (Balaguer & Manrique, 1991) en effet dans notre travail la diminution des taux
des teneurs en chlorophylle a, b et (a+b) dans les lichens transplantés dans les zones urbaines
polluées (Loppi S et al ,2003) est plus remarquable que celle du témoin ( Fuhrer el al, 1997 ;
Lombardozzi et al, 2012 ; Tripathi et al, 2008). Certains polluants, tels que les oxydes
d'azote (NOx) et les composés organiques volatils (COV), peuvent interagir avec les
chlorophylles et perturber leur fonctionnement normal (Markert B et al, 2009), entrainant ainsi
une diminution de la photosynthese et de la production de pigments photosynthétiques.
(Solhaug et al, 2006).

De plus, les polluants atmosphériques peuvent provoquer un stress oxydatif dans les cellules
des lichens. Le stress oxydatif est caractérisé par une production excessive de radicaux libres,

tels que les especes réactives de I'oxygéne (ROS), qui peuvent endommager les molécules
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biologiques, y compris les chlorophylles. Cela peut entrainer une dégradation et une diminution

du taux des teneurs en chlorophylle dans les lichens exposés a la pollution atmosphérique.

Les caroténoides quant a eux jouent un réle important dans la protection contre le stress
oxydatif. Ils sont bénéfiques comme des antioxydants, agie comme des piégeurs a radicaux
libres, neutralisant les especes réactives de I'oxygene produites lors de I'exposition a la pollution
atmosphérique et protégeant les cellules contre les dommages oxydatifs (Loppi et al, 2019 ;
Augusto et al, 2018 ; Giordani et al, 2017). L'augmentation du taux de caroténoides peut étre
une réponse adaptative des lichens pour contrer les effets néfastes de la pollution atmosphérique

dont on a observé au niveau de la station de 1’Elysa

Cependant, la diminution du taux de caroténoides dans la zone de Saint Cloud peut indiquer
une perturbation de la synthese de ces pigments, probablement en raison de I'exposition a des
polluants spécifiques ou de conditions environnementales défavorables. Les polluants
atmosphériques peuvent affecter les voies métaboliques responsables de la synthése des
caroténoides, entrainant une diminution de leur production dans les lichens exposés a la

pollution. (Demmig-Adams et al, 2006)

Les protéines attaquées par des radicaux verront leurs taux augmenter, ceci a été observé au
niveau de la zone de I'Elysa et cela par rapport aux autres stations dans les teneurs en protéines
sont moins élevées, cette fluctuation des teneurs en protéines semble étre une réponse adaptative
des lichens pour faire face au stress renforcé par la pollution atmosphérique. En effet les
protéines sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires, y compris la défense contre

le stress environnemental. (Farkas et al, 2018 ; Backor et al, 2018 ; Santorufo et al, 2014)

Les polluants atmosphériques peuvent induire le stress cellulaire, ce qui peut entrainer une
augmentation de la synthese de protéines dans les lichens. Les protéines produites en réponse
au stress peuvent avoir des fonctions de détoxification, de réparation de 'ADN endommagé et
de protection contre les espéces réactives de I'oxygene (ROS) produites lors du stress oxydatif,
ainsi que dans la modulation des voies de signalisation cellulaire en réponse au stress

environnemental (Paoletti et al, 2018)

Les eléments du systeme antioxydant et particulierement la catalase, sont connus par leur
implication contre le stress oxydatif (Khosravinejad et al, 2008). En outre, la catalase constitue
une enzyme majeure dans la détoxification du peroxyde d’hydrogéne, un composé

potentiellement toxique produit lors de réactions d'oxydation
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La pollution atmosphérique peut générer des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) dans les
cellules des lichens, entrainant une augmentation de la production du peroxyde d’hydrogene.
Les catalases sont nécessaires dans la dégradation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en

oxygene, ainsi que les dommages oxydatifs (FargaSova, 2014).

Une augmentation de l'activité des catalases dans la zone témoin Bougous peut indiquer une
réponse adaptative des lichens a un environnement moins pollué, ou la production de ROS est
minimale. Les autres zones ayant des fluctuations de catalase peuvent présenter la variabilité
de I'exposition aux polluants atmosphériques et la capacité des lichens a s'adapter a ces
conditions. Il est important de noter que la fluctuation dans les taux de catalase peut également
étre intégrée par d'autres facteurs environnementaux, tels que la disponibilité des nutriments, la
luminosité, I'humidité, etc.(Bungau, 2020 ; Singh, 2017)

D’aprés les observations morphologiques effectuées au niveau des zones de transplantations
on observe une décoloration ainsi qu’un décollement voir méme une restriction de leurs tailles.
Ainsi plusieurs auteurs (Sigal et Nash, 1983 ; De Wit, 1983) ont décrit les mémes observations

et ont reliés ces phénomene par la présence d’une pollution intense.

D’aprés les coupes histologiques nous avons pus constater un nombre faible en rhizine, ce qui
explique le décollement du thalle, étant donnés que ses derniers sont responsable de sa fixation.
(Masson, 2014)

Par ailleurs dans nos transplants nous avons remarqués une nette décoloration des thalles ainsi
qu’une diminution du nombre des gonidies par rapport au témoin et cela est un témoignage de
la perte de sa vivacité. Effectivement selon Wetmore, 1985 I’ensemble du thalle meurt peu

apres que les cellules algales sont endommagées.
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Conclusion

Au cours de notre étude, nous avons utilisé des transplants lichéniques pour évaluer les effets
de la pollution atmosphérique sur leur morpho-physiologie. Nous avons mesureé les niveaux
de chlorophylle, des caroténoides, des protéines et I'activité de la catalase afin d'évaluer le

stress oxydant chez les lichens.

Les résultats obtenus a partir de notre travail a permis de révélé des changements significatifs
dans les lichens transplantés exposeés a la pollution atmosphérique. La diminution de la
pigmentation de la chlorophylle et des caroténoides indique un stress oxydant dii a la présence
de polluants atmosphériques. De plus, nous avons observé une augmentation des niveaux de
protéines, ce qui suggere une réponse adaptative des lichens au stress oxydant. Enfin, I'activité
de la catalase a augmenté, démontrant la réponse des lichens au stress oxydant provoqué par
la pollution atmosphérique.

Ces resultats confirment I'impact de la pollution atmosphérique sur la morpho-physiologie des
lichens en milieu urbain. Les mesures de la chlorophylle, des caroténoides, des protéines et de
la catalase offrent des informations précieuses sur la qualité de I'air dans les zones urbaines.
Cependant, il est important de noter que d'autres margueurs et analyses complémentaires
peuvent également étre utilisés pour évaluer le stress oxydant chez les lichens, permettant
ainsi d'obtenir une vision plus compléte de I'impact de la pollution atmosphérique sur ces

organismes.

Malgré ces limites, cette étude ouvre des perspectives prometteuses pour la biosurveillance de
la pollution atmosphérique en milieu urbain. Les mesures de la chlorophylle, des
carotenoides, des protéines et de la catalase peuvent étre utilisées comme des outils fiables
pour évaluer le stress oxydant chez les lichens transplantés. Ces informations sont essentielles
pour la surveillance de la qualité de I'air en milieu urbain et peuvent contribuer a la prise de

décisions en matiére de gestion de la pollution atmosphérique.
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