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Résumé- Notre travail a porté sur la biodétection de la pollution atmosphérique par les hydrocarbures
dans 3 stations de la wilaya de Ouargla en zone Saharienne Algérienne, Hassi Messaoud (HMD),
Haoud Berkaoui (HBK) et Ouargla centre (OGX). Les lichens prélevés sur leur support dans le nord de
I"Algérie ont été utilisés comme modele biologique pour évaluer les effets de cette pollution. Les
teneurs en composés solubles dans 'hexane (CSH) dans les transplants lichéniques augmentent puis
diminuent au cours du temps, tout en présentant des variations entre les 3 stations. Les lichens de la
station de HMD présentent les valeurs les plus élevées par rapport aux autres stations. Globalement,
le rapport MF/MS diminue pendant I'expérimentation, surtout pour HMD. Pour ce qui concerne la
teneur en chlorophylle, elle diminue pour les 3 stations. Les modifications observées au cours du
temps pourraient avoir pour origine deux facteurs, la pollution d'une part et la déshydratation des
thalles sous I'effet de la chaleur d’autre part. Si 'accumulation de composés solubles dans I’hexane est
plus probablement a relier a la pollution, la chute du rapport MF/MS est quant a elle plutot liée a la
déshydratation.

Mots-clés : lichen, transplantation, pollution atmosphérique, désert, hydrocarbures

Biomonitoring air pollution with the lichen Xanthoria parietina

Abstract- Our work focused on biodetection of air pollution by hydrocarbons in three stations of the
Wilaya of Ouargla in Algerian Sahara namely, Hassi Messaoud (HMD), Haoud Berkaoui (HBK) and
the center of Ouargla (OGX). We used lichens from the north of Algeria as biological model after
transplantation in order to evaluate the effects of this pollution. The levels of hexane soluble
compounds (CSH) exhibit variation (broadly increasing then decreasing) over time for all three
stations taking into account that the station HMD presents the highest values compared to other
stations. The ratio MF/MS reveals fluctuating but more or less declining values especially for HMD.
Generally a decrease in this ratio at the end of the experiment is observed. With regard to chlorophyll
content, we record the decrease of chlorophyll for the three stations. The variations in the different
contents are probably due to two factors, pollution on the one hand notably for CSH, and dehydration
of thalli under the effect of heat on the other hand for MF/MS notably.

Keywords: lichen, transplantation, atmospheric pollution, desert, hydrocarbon
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Introduction

L’augmentation des phénoménes de pollution environnementale impliquant des
conséquences sanitaire et économique ont conduit a une prise de conscience politique
stimulant la recherche de moyens pour les détecter et les réduire. Ces pollutions génerent des
perturbations chez les étres vivants (Yu et Tsunoda, 2005) et dans les compartiments
abiotiques fondamentaux (eau, sol, atmosphere).
L’exploitation des gisements de pétrole qui n’a cessé¢ d’augmenter depuis le début du siccle
dernier entraine des risques de pollution (accidentelle et chronique) pouvant influencer
I’équilibre écologique et parfois entrainer la destruction de 1I’écosysteme (Soltani, 2004). La
nécessité d'estimer les quantités présentes, de contrdler 1'accumulation des produits pétroliers,
leur transformation et leur devenir, comme d'en estimer l'impact sur la flore, la faune et
I'environnement devient une priorité. Toutefois, les processus d’analyse des compartiments
abiotiques sont lourds et onéreux a mettre en ocuvre (Sanderson et al, 2004). C’est pourquoi
la recherche d’espéces bioindicatrices et/ou bioaccumulatrices fait 1’objet de nombreux
travaux (Wolterbeek, 2002 ; Guidotti et al, 2003).
Les bioindicateurs sont définis comme des organismes qui répondent a un certain niveau de
pollution par un changement dans leur cycle de vie ou par 1’accumulation d’un polluant
particulier. Garrec et Van Haluwyn (2002) définissent la biosurveillance végétale comme
’utilisation d’un organisme ou d’un ensemble d’organismes a tous les niveaux d’organisation
biologique (moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique, tissulaire, morphologique,
¢cologique) pour prévoir et/ou révéler une altération de I’environnement et pour en suivre
I’évolution. Pour 1’évaluation de la pollution de [Dair, les organismes ou organes
bioindicateurs et/ou bioaccumulateurs les plus communément appliqués sont les aiguilles de
pin (Migaszewski et al., 2002), les algues marines (Stengel et al., 2004), les lichens et les
mousses (Gerdol et al., 2002a et b ; Migaszewski et al., 2002 ; Zhang et al., 2002 ; Ra et al.,
2005). Les lichens sont trés dépendants de la qualité de I’air et des eaux de pluie d’ou ils tirent
leur alimentation. Peu sensibles aux pics de pollution, ce sont des organismes intégrateurs
d'une pollution de fond (Deruelle et Lallemant, 1983). Ils peuvent donc informer sur la qualité
moyenne de ’air. Ils ont été largement testés comme bioindicateurs et/ou bioaccumulateurs
de la pollution atmosphérique au cours des 40 dernicres années depuis les travaux de
Hawksorth et Rose en 1970 comme indicateurs de la concentration en SO, (Calatayud et al.,
1996 ; Garty et al., 1993 ; Thomas et al., 1995). Récemment, les lichens ont été utilisés pour
la biosurveillance de la contamination par les oligo-¢éléments en Italie, dans la Province de
Pise (Scerbo et al., 2002) et en Vénétie (Nimis et al., 2000 ; 2001), pour étudier I’effet de la
pollution liée aux activités industrielles en Argentine (Gonzales et al., 1996), de la
contamination par les métaux lourds en zone subarctique (Thomas et al. 1995 ; Poblet et al.,
1997) et pour la détermination de la concentration en zinc dans 1’Ouest de 1’Irlande (Stengel
et al., 2004) et en Finlande (Takala et al., 1998). Ils ont également été choisis comme
bioindicateurs des hydrocarbures aromatiques totaux (HAP) (Migaszewski et al., 2002) et se
sont révélés accumuler des concentrations de HAP plus élevées que les aiguilles de pins
(Augusto et al., 2010)..
La wilaya de Ouargla en Algérie est située dans le bassin principal de production des
hydrocarbures avec deux grands champs pétroliers, au niveau de Hassi Messaoud d’une part
et Haoud Berkaoui d’autre part. Entre ces deux zones pétroli¢res se trouve la ville de Ouargla
considérée comme 1’une des plus grande Oasis du Sahara Algérien. Elle occupe le centre
d’une cuvette (Rouvillois-Brigol, 1975) et se trouve donc confrontée aux problémes de
pollution par les hydrocarbures.
Notre objectif était donc de rechercher une espéce végétale pouvant étre bioindicatrice des
niveaux de concentration en hydrocarbures totaux dans un contexte de biosurveillance. Pour
cette premiére approche a Ouargla, notre choix s’est porté sur un lichen connu comme
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bioindicateur qui a été transplanté dans la région de Ouargla afin d’évaluer son utilisation
potentielle sur un court terme (quelques mois). L’étude a été faite dans trois zones, au niveau
des champs pétroliers de Hassi Messaoud et Haoud Berkaoui proprement dits, et au niveau de
la cuvette de la ville de Ouargla soumise aux pollutions liées a la circulation routiere par
ailleurs.

Matériel et méthodes

Sites d'échantillonnage et de transplantation

L’¢tude a été réalisée sur 3 ans pour des contraintes logistiques : Hassi Messaoud
(HMD) en 2004, Ouargla (OGX) en 2005 et Haoud Berkaoui (HBK) en 2006. Aucun lichen
de grande taille n’étant présent dans cette région saharienne, nous avons choisi d’introduire
une espece bien répandue dans les foréts du nord de I’ Algérie. Cette méthode avait I’avantage
de permettre une introduction de 1’espéce sur son support donc sans Iéser 1’échantillon.
L’objectif était de déterminer si dans ces conditions, ’espéce pouvait continuer a se
développer un temps suffisant sous un climat saharien pour étre une espece utilisable en
bioindication ainsi que son potentiel comme bio-indicateur.
L’espece lichénique retenue est une espece largement répandue, récoltée au niveau de la
région d'El Chut (Annaba) considérée comme une région non polluée. Il s’agit du Xanthoria
parietina (L.) Th., espéce a thalle foliacé, nitrophile se développant sur différents phorophytes
et notamment sur Ceratonia siliqua L. (caroubier) qui a été retenu pour la transplantation. Les
branches recouvertes de thalles ont été prélevées puis fixées a l'aide d'une ficelle a une
hauteur de 1,5 m du sol sur divers supports dans les trois zones de travail.
Pour mieux connaitre les niveaux de pollution, il est important de mettre en place un réseau
de zones de transplantation en essayant de choisir des sites en nombre suffisant et
correctement répartis autour de la source de pollution. Le nombre de sites doit étre plus
important sous les vents dominants et plus réduits dans les autres directions (Semadi, 1989).
Cing a huit sites ont été utilisés pour les 3 stations (Tableau 1). Les résultats présentés
donnent une valeur moyenne obtenue pour tous les sites dans chaque station.

Tableau 1. Listes des sites d’échantillonnage pour les 3 stations

Total
Stations Désignation des sites de
sites
Cité des Cité des Cité des
pmp | CINAG | Zone 1850 136 | Bouamama | 1666 8
sites) industrielle
logements logements logements
Ouargla . . Sidi Hassi Ben ,
0GX (2 sites) Sokra Ain Beida Khouiled Abdellah N’Goussa 7
Zone ,
HBK des L espace Bas.e de Ben Kahla Guellala // 5
séminaire vie
torches

HMD : Hassi Messaoud, OGX : Ouargla, HBK : Haoud Berkaoui
CINA : Centre Industriel Naili Abdelhalim Nord

Prélevements des échantillons
A chaque échantillonnage ou prélévement, une partie des thalles est détaché du

phorophyte a l'aide d'un couteau. Les échantillons sont placés dans des sachets en plastique,

fermés afin de limiter les pertes d'eau par évapotranspiration jusqu'a l'arrivée au laboratoire.
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Les prélevements ont eu lieu tous les 15 jours ou 30 jours pour l'ensemble des sites et des
stations et sur 3 mois. Les thalles transplantés sont tous prélevés le méme jour pour tous les
sites d’'une méme station. Ils sont conservés au maximum 24 h dans une boite
hermétiquement fermées afin de limiter I’évapotranspiration avant analyses.

Techniques analytiques

Les composés solubles dans I’hexane (CSH) sont obtenus a l'aide d'un dispositif
d'extraction dit "soxhlet". La phase organique présente dans la masse biologique est ainsi
extraite dans le solvant organique (N-hexane).
Dans une cartouche en cellulose préalablement conditionnée a I'hexane (pendant 4 heures),
0.5 g de thalles de lichens sont additionnés de 1g de sulfate de sodium anhydre qui permet
d'éliminer toute trace d'eau. L'extraction en elle-méme est effectuée avec 100 mL de N-
hexane. Le tout est mis dans l'extracteur soxhlet placé sur une plaque chauffante a la
température d'ébullition du N-hexane, durant 3 a 4 heures. Une éprouvette contenant une
solution concentrée de NaOH, est reliée au dispositif d'extraction par un tuyau servant a
I'échappement des gaz toxiques.
Aprées extraction, les composés sont quantifiés dans un creuset par gravimétrie. L hexane est
évapor¢ au bain-marie puis dans un dessiccateur contenant du gel de silice pendant 30 min. La
teneur en composés solubles dans I’hexane est exprimée en mg par g de matieére seéche de
thalle lichénique.
Malgré la possibilit¢é de pertes des hydrocarbures légers suite a l'évaporation du solvant,
I'emploi de cette méthode est accepté quand il s'agit de quantifier les hydrocarbures totaux
existant dans une zone a forte concentration en ces mémes éléments (Quevauviller, 2001 in
Rouidi, 2001).

La matiere seche (MS) des échantillons est déterminée aprés passage a 1'étuve a 105°C
pendant 24 heures pour déterminer le rapport MF/MS (matiere fraiche/matiére seche).

La quantification de la chlorophylle a été réalisée en utilisant la méthode établie par
Lichtenthaler et Wellburn (1983). Pour cela, 0.5 g de thalle sont pesés puis broy€s au mortier
en présence de 5 ml d’acétone a 80%. Le mélange obtenu est centrifugé 15 min a 4100
tours.min”', puis le surnageant est récupéré. L’absorbance (A) est mesurée au spectrométre a
663 nm et 665 nm. Les équations suivantes sont utilisées pour calculer les quantités de
chlorophylle a, b (Ca, Cb) :

> Teneur en chlorophylle a (en pg.mL™") : Ca = 12,21 A663 — 2,81 A645

> Teneur en chlorophylle b (en pg.mL™") : Cb = 20,13 A645 — 5,03 A663

> Teneur en chlorophylle totale (en ug.mL™") : C= Ca+ Cb

RESULTATS

Variations des teneurs en composés solubles dans I’hexane (CSH).

Lors de leur installation, les lichens prélevés dans une zone considérée saine
possédaient une quantité de 5600 pg.g’ de matiére séche de CSH pour I’essai a Hassi
Messaoud, 2000 pg.g”' pour I’essai a Ouargla et 3400 pg.g” a Haoud Berkaoui. Aprés
transplantation, quelque soit la date de prélévement les teneurs en CSH dépassent celles de
1'échantillon témoin et fluctuent dans le temps (Figure 1).
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Figure 1 : Evolution des teneurs en composés solubles dans I’hexane (CSH) aux différents temps de
prélévement dans les différentes stations. La barre sur les histogrammes correspond a 1’écart standard
a la moyenne. Un test de student (*) et un test de Mann-Whitney (°) ont été utilisés pour comparer les

mesures par rapport au témoin (p<0,05).

Les lichens accumulent les CSH en fonction de la durée d'exposition jusqu'a une certaine
limite. Ainsi, & Hassi Messaoud, le maximum d'accumulation est atteint apreés 15 jours
d’exposition avec une teneur moyenne de 17825 pg.g”' soit une augmentation d’un facteur
3,1. A Ouargla, le maxima de 3210 pg.g" correspond a une augmentation d’un facteur 1,6. A
Haoud Berkaoui, il est de 6640 pg.g” soit une augmentation de 1,9. Aprés ce maxima, il y a
globalement une diminution des teneurs. En fin d’expérimentation, celles-ci tendent a un
retour aux valeurs initiales (respectivement 7325, 2743 et 2120 pg.g”). On peut observer des
variations plus fines dans la station de Hassi Messaoud pour laquelle les récoltes ont été faites
tous les 15 jours.
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Variation du rapport MF/MS

Le rapport MF/MS diminue durant toute I’expérimentation essentiellement pour HMD
et Ouargla. Les rapports évoluent toutefois assez peu, de 1.086 a 1.028 a la fin d’exposition a
Hassi Messaoud, de 1,15 a 0,988 a Ouargla et de 1,15 a 1,094 a Haoud Berkaoui (Figure 2).
On peut remarquer une forte augmentation a 30 jours pour la station de Haoud Berkaoui qui
pourrait étre li¢ a un arrosage non programmeé, les transplants étant installés dans des zones de
palmeraie.

Hassi Messaoud
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Figure 2 : Evolution du rapport MF/MS aux différents temps de prélévement dans les différentes
stations. La barre sur les histogrammes correspond a 1’écart standard a la moyenne. Un test de student
(*) et un test de Mann-Whitney (°) ont été utilisés pour comparer les mesures par rapport au témoin
(p<0,05).

Variation de la teneur en chlorophylle.

Les teneurs en chlorophylle subissent une régression remarquable a Hassi Messaoud
depuis le témoin a 5,79 pg.g’ MS jusqu’a 1,87 pg.g’ MS a la fin de I’expérimentation
(Figure 3). Elle est trés faible a Ouargla (de 11,15 & 10,47 pg.g”). Par contre, une chute
importante est également a noter 2 Haoud Berkaoui (de 27,32 4 6,92 pg.g™).
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Figure 3 : Evolution de la teneur en chlorophylle aux différents temps de prélevement dans les
différentes stations. La barre sur les histogrammes correspond a 1’écart standard a la moyenne. Un test
de student (*) et un test de Mann-Whitney (°) ont été utilisés pour comparer les mesures par rapport au

témoin (p<0,05).

DISCUSSION

L’objectif de ce travail était d’évaluer 1’intérét potentiel d’un lichen comme témoin de
la pollution par les hydrocarbures en zone saharienne. Les lichens n’étant pas présents au
Sahara, il était nécessaire de les introduire, d’utiliser une approche par transplantation et de
les évaluer comme biomarqueurs sur une période courte permettant leur survie.
La teneur en composés solubles dans 1’hexane varie au cours de 1I’expérimentation pour les 3
stations. Elles présentent une similitude dans cette variation au cours du temps. Elle est plus
importante dans la station de Hassi Messaoud, située a proximité des torcheres d’exploitation
pétroliére qui représentent une source d’émission d’hydrocarbures. L origine de ces composés
solubles dans I’hexane peut étre liée a cette pollution mais elle peut également provenir du
végétal lui-méme. En effet, ’hexane extrait ¢galement des molécules synthétisées par les
lichens (Roux et al., 2007). Toutefois, les lichens ayant une croissance extrémement lente,
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I’augmentation des teneurs en CSH dans les extraits aprés exposition sur une période
relativement courte pour ces especes, pourrait montrer que 1’origine de ces composés serait
plutot lice a la pollution. De plus, la bioaccumulation, définie comme la somme des
absorptions d’un polluant par voie directe pour une espece végétale (Ramade, 1982) est bien
connue chez les lichens. Ces phénoménes d’accumulation seraient dus aux particularités
physiologiques des lichens qui ont la capacité de stocker les contaminants dans leurs tissus
(Conti et Cecchetti, 2001). De ce fait, ils sont utilisés pour la mesure intégrée de la
concentration des contaminants dans I’environnement. En effet, chez les lichens, le polluant
ne jouerait pas de role fondamental dans le métabolisme et semble étre stocké a l'intérieur des
cellules. Lorsque sa concentration devient toxique pour la cellule, celle-ci est détruite ce qui
se traduit par des symptomes de nécrose et des décolorations qui gagnent progressivement
toutes les parties du thalle (Deruelle et Lallemant, 1983). Des phénoménes d’adsorption et
désorption des contaminants impliquant probablement majoritairement des phénomeénes
passifs expliqueraient les teneurs en polluants relevées dans les études de ce type (Sloof,
1995). Cette accumulation a ét¢ démonté dans le cas de la pollution aux hydrocarbures
aromatiques polycycliques (Guidotti et al., 2003). Toutefois, les mécanismes impliqués
n’étant pas connus, il convient de rester prudent dans I’interprétation des résultats a I’instar de
Loppi et al. (2002, 2010).

Le rapport MF/MS constitue une bonne indication de I'état de la qualité¢ de l'air, le
développement du végétal étant perturbé par la pollution au détriment de la matiére fraiche
c'est-a-dire que plus l'accumulation du polluant est importante, plus le rapport MF/MS
diminue (Alioua, 1995). Nous avons observé a plusieurs reprises la formation d'une fine
couche blanchatre a la surface des thalles de Xanthoria. Cette couche, probablement lipidique
(Deruelle et Lallemant, 1983) jouerait un rdéle de barriere contre I'absorption de l'eau et
influencerait 1'équilibre hydrique du thalle. Elle est plus imperméable et plus épaisse pres
d’une source de pollution. Pour ces auteurs, il est possible que le déséquilibre hydrique qu'elle
engendre soit a 1'origine de la contraction du thalle et de son détachement du substrat sur le
bord. Le déséquilibre hydrique s’est traduit ici par une réduction du rapport MF/MS traduisant
une perte d’eau pour les échantillons des trois stations. Dans notre expérimentation, il a sans
doute une origine essentiellement climatique, I'augmentation de la température de 1'air durant
le temps d'exposition ainsi que l'ensoleillement conduisant a une diminution de I'humidité du
milieu et par conséquence du rapport MF/MS par rapport au site d’origine du Xanthoria.

La teneur en pigments foliaires constitue une des principales signatures de 1'état physiologique
des plantes. Ils permettent 1'assimilation de 1'énergie lumineuse par la plante, interviennent
lors de sa croissance et la protégent contre une multitude de facteurs tout au long de sa vie. La
chlorophylle, principal pigment foliaire, est souvent utilisée comme indicateur pour évaluer le
rendement potentiel d'une culture, la biomasse d'une forét, pour détecter des carences
nutritionnelles ou encore comme témoin pour divers types de pollution. Les teneurs en
chlorophylle enregistrées a la fin de notre expérimentation sont trés faibles dans les deux
stations les plus exposées, Hassi Messaoud et Haoud Berkaoui en comparaison de celles du
témoin. Ces valeurs diminuent au cours de la durée d'exposition et se traduisent visuellement
par une décoloration des lobes des thalles, qui atteint par la suite tout le thalle en fonction de
l'intensité de la pollution. Ces résultats peuvent étre le témoin de la sensibilité de la
photosynthése et de la teneur en chlorophylle dans des conditions de pollutions. Toutefois,
I’évolution du rapport MF/MS montre que le stress hydrique généré par la baisse de la teneur
en eau peut aussi étre impliqué. La quantification de la chlorophylle est largement utilisée
pour évaluer I’état des échantillons et fournir une indication précoce du stress physiologique
(Maxwell et Johnson, 2000 ; Ramade, 2007). Ainsi, elle a été utilisée pour montrer la
tolérance et les effets chroniques de métaux lourds et autres xénobiotiques dans les lichens
(Chettri et al., 1998 ; Riga-Karandinos et Karandinos, 1998 ; Dzubaj et al., 2008). Des
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observations microscopiques montrent une plasmolyse progressive des cellules algales sous
l'effet de la pollution qui perdent finalement leur coloration verte, a cause de la destruction
des chlorophylles transformées en phaeophytine avant une dégradation compléte de tous les
pigments y compris les caroténes et les xanthophylles (Deruelle et Lallemant, 1983). La
dégradation des chlorophylles en phaeophytine a d’ailleurs été utilisée comme une mesure des
dommages causés par des concentrations €élevés en SO, dans les lichens ou pour I'évaluation
des effets de la pollution en métaux lourds dans les lichens épiphytes transplantés (Garty,
1987. Sanz et al., 1992). Une étude a grande échelle des lichens a montré que la capacité de
photosynthése est fortement corrélée a la concentration de la chlorophylle a (Palmquist et al.,
2002).

Conclusion

Cette ¢tude montre que les lichens accumulent probablement les polluants
hydrocarbonés sur I’intervalle de temps (90 jours) utilisé ici. Compte tenu des travaux des
auteurs en général dans ce domaine, Xanthoria parietina pourrait étre une espéce modele pour
I’étude de la bioaccumulation des polluants hydrocarbonés. Les teneurs en composés solubles
dans I'hexane accumulées par cette espéce ainsi que les résultats sur la teneur en chlorophylle
et le rapport MF/MS, sont probablement dues, d'une part, aux facteurs intrinséques propres a
l'espéce étudiée (pouvoir accumulateur de Xanthoria parietina) et d'autre part, aux facteurs
extrinseéques d'ordre climatiques et topographiques (pluviométrie et positionnement des sites
d'échantillonnage). Cependant, 1’'usage des lichens pour la biosurveillance végétale pour
estimer la qualit¢ de D’air apparait trés limité dans les conditions climatiques en zone
saharienne caractérisée par des fortes températures et une faible humidité. Pour cela, nous
suggérons d’étendre 1’approche par l'utilisation de végétaux supérieures locaux comme
bioindicateurs et bioaccumulateurs de la pollution atmosphérique en zones arides et semi
arides.
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