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Microscopie

SEM : Scanning Electrons Microscopic (M.E.B)
LSM : Light Scanning Microscopic (Confocal microscopic)

DMSO : Diméthylsulfoxyde
HEPES : Acid 4-(2-Hydroxyéthyl)-1-Pipérazine Ethane Sulfonique
SBFI : Sodium Binding Benzofuran Isophthalate

Partie Climatique

O.N.M : Office Nationale de la Météorologie
A.N.R.H : Agence Nationale des Ressources Hydriques
Q2 : Quotient pluviothermique d’Emberger
M0 : Température maximale des mois les plus chauds

Partie Phytochimique

CG-MS : Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à un Spectre de Masse
MS : Matière Sèche
DW : Dry Weight
w/v : weight/volume
w/w : weight/weight
AI : Arithmetic Index of Adams (2007)
RI : Retention Index
NI : No identified
Tr : Trace
R.O.S : Reactive Oxygen Species
N.I.S.T : National Institute of Standards and Technology
I.P.P : Isopenthyl phyrophosphate
DMAPP : Diméthylallyl-diphosphate
GPP : Géranyl phyrophosphate
FPP : Farnésyl pyrophosphate
GGPP : Géranyl géranyl pyrophosphate
DXP : Deoxyxylulose-5-phosphate pathway
MEP : Methylerythritol 4-phosphate pathway
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Pigments foliaires

Chl : Total des chlorophylles
Chla : Chlorophylle a
Chlb : Chlorophylle b
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ΦCO2 : Rendement quantique de la réduction du CO2
Gs : Conductance stomatique
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IRGA : Infra Red Gas Analyzer
RUBISCO : Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase/Oxygenase
O.E.C : Oxygene Evolving Complex
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit
ADP : Adénosine Diphosphate
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Paramètres de Fluorescence

FMS 2 : Hansatech® Fluorescence Monitoring System
PSI : Photosystème I du chloroplaste
PSII : Photosystème II du chloroplaste
PAR : Radiation Photosynthétique Actives
F0 : Fluorescence minimale (réduction de tous les centres réactionnels de PSII)
Fm : Fluorescence maximale (oxydation de tous les centres réactionnels de PSII)
Fs Fluorescence à l’état stationnaire
ETR : Electron  Transport Rate
ΦPSII : Efficacité quantique réelle
NPQ : Quenching Non-photochimique
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QA : Accepteurs primaires d’électrons
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Radicaux libres
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H2O2 : Peroxyde d’hydrogène
OH- : Radicaux Hydroxyles
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SOD : Superoxide Dismutases
APX : Ascorbate-Peroxydases
GST : Glutathion-S-Transférases
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Protéines de défense contre le stress hydrique

LEA : Late Embryogenesis Abundant
HSP : Heat Shock Proteins
DSP : Chloroplaste-localized stress proteins

DSP21 : localisée dans le stroma
DSP22 : localisée dans les thylakoïdes
DSP34 : localisée dans les thylakoïdes

Indicateur de stress (peroxydation des lipides)

MDA : Malondialdehyde

Partie statistique

Anova : Test d’analyse de la variance
Ancova : Test d’analyse de la covariance
A.C.P : Analyse en Composantes Principales
Df : degrees of freedom
SS : some of square
MS : Mean of square
F : Fonction de Fischer
P : Seuil de probabilité
HSD : Honestly Significant Differences
Signi. : Significativité
n.s : Différence non significative
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1.  La singularité du climat méditerranéen

Les climats méditerranéens sont caractérisés par une période de sécheresse estivale assez
prononcée marquée par des températures et insolations lumineuses élevées et dans le cas
extrême par l’absence totale de précipitations (Di Castri, 1973). Cette période de sécheresse
peut s’étaler sur la totalité de l’année, c’est le cas de certaines régions du Saha Algérien. A
cette contrainte hydrique s’ajoute la salinité qui caractérise essentiellement les zones semi-
arides et arides (Chatzissavvidis et al., 2008) et qui touche actuellement 7% des terres
mondiales (Zhu, 2002).

Certaines régions sont montagneuses notamment la Kabylie qui abrite une végétation adaptée
aux conditions de vie extrêmes en altitude telles la baisse de température, augmentation de
vents violents et l’exposition aux radiations lumineuses intenses essentiellement les UV-B et
l’ozone (Kofidis et al., 2003).

Ces trois facteurs de stress abiotiques menacent les forêts méditerranéennes réduisant par
conséquent leurs superficies. Ils induisent souvent un changement dans la plupart des
processus physiologiques et biochimiques des arbres affectant ainsi leur croissance et leur
développement (Popova et Golldack, 2007; Wahid et al., 2007; Zhou et al., 2010).

2. Croissance et développement des végétaux : la photosynthèse

La croissance et le développement des végétaux dépendent étroitement de la photosynthèse.
Diverses études montrent que cette fonction physiologique qui varie en fonction des saisons
(Gratani et Varone, 2004; Baquedano et Castillo, 2007; Varone et Gratani, 2007; Yiotis et al.,
2008) semble être perturbée par diverses contraintes du milieu surtout en cas de stress
hydrique dû à la sécheresse (Hall, 2001; Gulías et al., 2002; Rouhi et al., 2007; Yin et al.,
2009) ou bien en cas de stress salin (Munns et James, 2003; Ashraf, 2004; Kanai et al., 2007;
Naumann et al., 2007; Munns et Tester 2008). Ces perturbations sont dues essentiellement
aux limitations stomatiques par réduction de la quantité de CO2 dans les sites de carboxylation
suite à la fermeture des stomates (Cornic et Fresneau, 2002; Haimeirong et Kubota, 2003; Lio
et al., 2004; Cechin et al., 2006) ou à moindre échelle par une limitation non stomatique (Ma
et al., 1997; Rouhi et al., 2007; Xu et al., 2007) réduisant la capacité photosynthétique du
mésophylle (Weng, 1993; Medrano et al., 2002) par réduction de son efficience de
carboxylation (Ramajulu et al., 1998; Bernacchi et al., 2002; Wang et al., 2007).

Durant la photosynthèse, 85% du rayonnement photosynthétiquement actif incident intercepté
par les feuilles est absorbé par les deux photosystèmes PSI et PSII, par l’intermédiaire de
leurs antennes collectrices (Fig. 1). Celles-ci sont essentiellement constituées de chlorophylles
et de pigments associés, ainsi qu’une matrice protéique. Le résultat de cette conversion est la
séparation de charge conduisant à un flux d’électrons, depuis un donneur qui est l’eau,
jusqu’aux accepteurs terminaux (NADP), et s’accompagnant de la phosphorylation de l’ADP
en ATP.
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Fig. 1. Capture de photons par des antennes collectrices des photosystèmes et le transfert de
charge.

Le plus souvent, la quantité d’énergie lumineuse captée par les végétaux est en excès par
rapport à celle nécessaire pour leur photosynthèse ce qui entraîne une photoinhibition de leurs
appareils photosynthétiques (Nogués et Baker, 2000; Flexas et Medrano, 2002). Dans de telles
situations et lorsque les stomates sont fermés en réponse aux facteurs de stress
environnementaux, l’oxygène peut servir d’accepteur final des d’électrons par une
phosphorylation pseudocyclique (Foyer et al., 1994) ce qui est à l’origine de la production
d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans le chloroplaste tels les radicaux superoxydes
(O2-), peroxyde d’hydrogène (H2O2) et radicaux hydroxyles (OH-) (Vranova et al., 2002;
Meloni et al., 2003). Ces molécules extrêmement réactives, peuvent ainsi interagir avec un
grand nombre de macromolécules cellulaires tels, l’ADN, les protéines, lipides ainsi que les
enzymes et les pigments photosynthétiques ce qui pourrait porter préjudice pour le
métabolisme cellulaire (Mittler, 2002; Ozkur et al., 2009).

La lumière absorbée par l’appareil photosynthétique n’est pas totalement transformée en
énergie chimique. Une partie est redissipée sous forme soit de chaleur, soit en émettant un
quantum lumineux (beaucoup plus faiblement) c’est la fluorescence.
L’émission de fluorescence par les plantes provient essentiellement de la chlorophylle a
appartenant à l’antenne collectrice du photosystème II (PSII). Bien qu’elle ne représente que
3% de l’énergie totale, elle fournit d’importantes informations sur le fonctionnement de
l’appareil photosynthétique et notamment celle de la phase lumineuse de la photosynthèse.
Certains paramètres, calculés à partir des courbes de fluorescence, pourraient être utilisés en
pratique afin de détecter suffisamment à l’avance le début de stress avant même que la
détérioration de la chlorophylle et l’apparition des premiers signes visibles ne s’opèrent chez
les végétaux (Zarco-Tejada et al., 2002).
Cette méthode d’analyse non destructive a été longuement utilisée en écophysiologie végétale
comme indicateur de l’adaptation des plantes aux divers facteurs de stress (Ierna, 2007),
notamment contre les fortes lumières (Verhoeven et al., 1996), le stress hydrique (Galmès et
al., 2007; Xu et al., 2007; Longenberg et al., 2009), sécheresse (Ranjbarfordoei et al., 2000),
températures élevées et basses (Willits et Peet, 2001; Lootens et al., 2004) et contre la salinité
(Velitchkova et Fedina, 1998; Ranjbarfordoei et al., 2006).

Pour maintenir leur survie et leur reproduction, les végétaux ont ainsi développé au cours de
leur évolution différentes stratégies adaptatives face aux facteurs de stress. Elles se portent sur
l’ensemble de l’appareil végétatif de l’arbre et spécialement la feuille, l’organe le plus exposé
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aux variations des facteurs environnementaux (Nevo et al., 2000). Elles se résument
essentiellement par des ajustements morpho-anatomiques, biochimiques et physiologiques
(Siti Zaharah et Razi, 2009).

3. Contraintes environnementales et ajustements morpho-anatomiques chez les végétaux

De part le caractère relativement hostile de ses étés, le climat méditerranéen a favorisé
l’implantation d’espèces sclérophylles et sempervirentes. Ces espèces qui ont évolué dans des
environnements différents se sont différenciées en sous unités ayant chacune des traits
spécifiques à ces environnements (Zine el Abidine, 1987). En général, dans ces situations où
la contrainte hydrique est importante, les végétaux ont tendance à développer des feuilles dont
les caractères morpho-anatomiques sont typiques aux xérophytes. Elles consistent
principalement par la présence de feuilles de petite taille, garnis de poils et de cires
épicuticulaires avec des stomates enfoncés, denses et de petite taille. Ces feuilles sont en
général épaisses dues à l’augmentation des épaisseurs des tissus de revêtements, de soutiens
mais aussi ceux du parenchyme assimilateur. Ces dispositifs ont pour but de protéger les
structures internes des plantes contre les fortes insolations qui peuvent causer des dégâts
photooxydatifs des appareils photosynthétiques et d’assurer un meilleur compromis entre la
photosynthèse et la transpiration dans un environnement par définition hostile.

4. Les ajustements biochimiques et physiologiques de la machinerie photosynthétique

Différents mécanismes photo-protectives sont décrits chez les plantes supérieures. Les plus
importants se résument par la réduction de la quantité de photons absorbés par les feuilles par
des réajustements de leurs photosystèmes notamment par déconnection de leurs antennes
collectrices, réduction de leurs tailles ainsi que le nombre de centres réactionnels à l’état
ouverts ou par réduction de la quantité de chlorophylle essentiellement celles des
chlorophylles a (Kyparissis et al., 2000; Munné-Bosch et Alegre, 2000). Aussi, l’excès
d’énergie à l’origine de ces radicaux toxiques peut être consommée en photorespiration
(Flexas et Mendrano, 2002; Bai et al., 2008) ou dissipée sous forme de chaleur; les
caroténoïdes sont impliqués dans ce mécanisme via le cycle des xanthophylles (Munné-Bosch
et Alegre, 2000; Garcia-Mendoza et al., 2002; Baraldi et al., 2008).

5. Croissance et différenciation chez les végétaux : les métabolites secondaires

La croissance et la différenciation des végétaux est une question centrale d’un grand intérêt en
biotechnologie, physiologie et en écologie végétale. Selon les conditions environnementales,
le développement des végétaux résulte d’un compromis entre les métabolismes primaire et
secondaire. De ceci découle la théorie de l’équilibre entre croissance et différenciation («
Growth Differentiation Balance Hypothesis» : G.D.B.H.) formulée par Bryant et al. (1983);
Lorio (1986) et Herms et Mattson (1992) qui tente d’expliquer l’effet de différents facteurs
environnementaux sur le métabolisme secondaire des plantes en proposant différents schémas
d’allocation des ressources en fonction du contexte de croissance. Cette théorie prédit que
lorsque les ressources sont largement disponibles, la croissance est favorisée au détriment de
la différenciation cellulaire (e.g. production de composés de défense, maturation de la cellule,
spécialisation des cellules). A l’inverse, lorsque la disponibilité en ressources diminue, la
G.D.B.H. estime que les produits de photosynthèse sont plutôt alloués pour la production des
métabolites secondaires qui jouent un rôle dans la défense (Johnson et al., 1999). Ces théories
écologiques, ne s’appuyant pas sur des observations physiologiques précises, ont toutefois été
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vivement remises en question ces dernières années (Hamilton et al., 2001; Koricheva, 2002;
Stamp, 2004).

Les métabolites secondaires sont des molécules qui, par exclusion, n’appartiennent pas au
métabolisme primaire. Ce dernier commun à tous les végétaux fait référence au processus
permettant la nutrition, la croissance et le développement d’un organisme. On les retrouve
que chez certains groupes taxonomiques, dans des compartiments particuliers ou à des
moments précis de la vie (Theis et Lerdau, 2003).
Du point de vue synthétique, ces métabolites secondaires peuvent aussi être subdivisés en
deux catégories: ils peuvent être de type phytoanticipines ou de constitution c.a.d. synthétisés
par la plante de manière permanente même en absence d’un facteur de stress par opposition
aux métabolites induits ou phytoalexines qui sont synthétisés uniquement en cas de stress et
sont donc formés de novo (Litvak et Monson, 1998; Gershenzon et al., 2000; Mayer, 2004;
Wendehenne, 2005).

5.1. Les terpénoïdes

Parmi les métabolites secondaires non azotés, les terpénoïdes constituent un groupe de
molécules très différentes tant d’un point de vue structural que fonctionnel. Avec près de
40000 structures moléculaires (Yu et Utsumi, 2009), ils constituent probablement la classe la
plus vaste et le plus diversifiée de composés organiques végétaux (Gershenzon et Croteau,
1991).
Les terpènes sont des substances généralement lipophiles et hydrophobes. De nombreux
groupes chimiques sont présents (aldéhydes, cétones, éthers, esters et alcools) et peuvent
présenter une structure acyclique ou bien cyclique (Kesselmeier et Staudt, 1999) (Fig. 2).
Leur grande diversité structurale trouve son origine dans la diversité des terpènes synthases;
enzymes responsables de leur synthèse (Degenhardt et al., 2009). Aussi, chaque enzyme peut
produire un bouquet dépassant 50 composés terpéniques à partir d’un seul substrat
(Gershenzon et Kreis, 1999).

Les terpénoïdes sont synthétisés via l’unité commune élémentaire C5; l’isopenthyl
phyrophosphate (IPP) ou isoprène et son isomère le diméthylallyl-diphosphate (DMAPP)
(Dudareva et al., 2005). Lorsque le composé terpénique comprend une seule unité C5, il est
appelé hémiterpène, l’isoprène est le plus représentatif chez les végétaux. Lorsque le composé
est constitué de 2, 3, 4, 6 ou 8 unités C5, il est respectivement appelé monoterpène (C10),
sesquiterpène (C15), diterpène (C20), triterpène (C30) ou tetraterpène (C40). De part leur
structure de base semblable à celle de l’isoprène, l’ensemble de ces composés terpéniques est
souvent rassemblé sous le nom d’isoprénoïdes
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Fig. 2. Certains exemples des types chimiques représentés parmi les composés terpéniques
(Ormeño, 2006).

5.1.1. Synthèse des terpénoïdes

Chez les plantes supérieures, les isoprénoïdes sont synthétisés par deux voies biochimiques
indépendantes, localisées dans différents compartiments intracellulaires (Fig. 3 et 4). La voie
de l’acide mévalonique classique qui a lieu dans le cytosol et le réticulum endoplasmique
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(Sharkey, 1991), lieu de synthèse des précurseurs de sesquiterpènes et triterpènes, à partir des
produits de la glycolyse des sucres (Acetyl-COA) (Fig. 3A). (Zeidler, 1997; Newman et
Chappell, 1999; Dudareva et al., 2004). La voie de deoxyxylulose-5-phosphate (DXP) qui
fut découverte chez les organismes procaryotes, puis généralisée selon les dernières
recherches aux chloroplastes des plantes supérieures donne naissance aux précurseurs de
l’isoprène, monoterpènes, diterpènes et tetraterpènes et ce à partir des produits issus
directement de la photosynthèse; le pyruvate et glycéraldéhyde 3-phosphate (Lichtenthaler,
1999; Lichtenthaler, 2000; Kirby et Keasling, 2009) (Fig. 3B). Bien que ces deux voies sont
très différentes, des études récentes montrent qu’elles ne sont pas totalement indépendantes
(Estévez et al., 2001; Towler et Weathers, 2007).

Certains composés terpéniques sont présents chez la plupart des espèces et par conséquent ils
sont importants pour la croissance des végétaux et leur développement (Chappell, 1999).
C’est le cas des hormones (acide abscisique C15 et gibbérellines C20), des transporteurs
d’électrons (plastoquinones et ubiquinones), composés dérivés de terpènes qui sont des
constituants membranaires (phytostérols) et les pigments photosynthétique (C40, carotènes et
xanthophylle). D’autres tels les monoterpènes (C10) et les sesquiterpènes (C15) sont considérés
comme des métabolites secondaires (Dudareva et al., 2004) car ils se retrouvent que chez
certaines espèces ou groupes taxonomiques (absents chez les Ranunculales, Violales ou
Primulales) (Guignard et al., 1985).

Fig. 3A. Synthèse de l’isopenthyl pyrophosphate (IPP) à l’origine de tous les terpénoïdes :
voie de l’acide mévalonique (Morin-Savy, 2005).



Chapitre 1. Introduction

8

Fig. 3B. Synthèse de l’isopenthyl pyrophosphate (IPP) à l’origine de tous les terpénoïdes :
voie de deoxyxylulose 5-Phosphate (DXP) (Morin-Savy, 2005).
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Fig. 4. Lieu de synthèse des différentes classes de terpènes; dans le plaste et dans le
cytoplasme à partir de l’IPP et le DMAPP (Trapp et Croteau, 2001).

Différents auteurs notent que ces composés montrent une grande variabilité dans le temps et
sont dépendant de la distribution géographique des espèces (Lang, 1994; Staudt et al., 2000;
Hillig, 2004; Smelcerovic et al., 2007). Par conséquent, nombreuses études mettent en
relation les constituants terpéniques avec les questions de population et de systématique des
plantes (Adams, 1999; Naydenov et al., 2006).
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5.1.2. Organe de stockage des terpènes

Chez la plupart des végétaux, une fois synthétisés, les terpènes sont stockés soit dans les poils
sécréteurs (cas des Labiacées et Lamiacées) (Covello et al., 2007; Giuliani et Bini, 2008;
Biswas et al., 2009; Gairola et al., 2009), dans des cavités ou poches sécrétrices (cas des
Myrtacées, Rutacées et Burséracées, et Pistacia) ou dans les canaux résinifères (cas des
Résineux) (Fahn, 1979; Gershenzon et Croteau, 1991). Ils peuvent cependant être directement
émis (Composés Organiques Volatils; COV) dans l’atmosphère juste après leur synthèse chez
certaines espèces ne possédant pas d’organes de stockage dans les feuilles (Loreto et al.,
2001) comme Quercus ilex et Q. suber (Staudt et Seufert, 1995; Loreto et al., 1996a;
Niinemets et al., 2002).

5.1.3. Fonction écologique des terpènes

Les terpènes assurent la défense directe (répulsif) contre les agents pathogènes et herbivores
(Huber et al., 2004; Thoss et Byers, 2006; Kelen et Tepe, 2008), ou d’une façon indirecte par
attraction de parasitoïdes ou prédateurs des herbivores attaquant la plante (Dicke et Van Loon,
2000; Theis et Lerdau, 2003). Ils permettent l’attraction des insectes pollinisateurs
(Langenheim, 1994), servent de médiateur dans la communication entre les plantes et les
autres organismes (Peñueals et Llusià, 2003, 2004), ou participent aux réponses
allélopathiques (Fiscbach et al., 2002; Fernandez et al., 2009). Aussi, ils agissent comme des
solvants pour des molécules ayant un poids moléculaire plus important empêchent la
solidification des composés plus lourds, ce qui pourrait provoquer le blocage du système de
transport chez la plante (Theis et Lerdau, 2003).

Les terpènes sont par excellence des composés de protection des végétaux face à des stress
abiotiques. C’est le cas de l’isoprène (Singsaas et Sharkey, 1998; Hanson et Sharkey, 2001;
Sharkey et al., 2001), les monoterpènes et certains sesquiterpènes (Loreto et al., 1998; Delfine
et al., 2000; Singsaas, 2000; Copolovici et al., 2005; Llusià et al., 2005; Peñuelas et al., 2005;
Chen et al., 2008) qui permettent d’assurer une meilleure cohésion des membranes cellulaires
notamment celles des thylakoïdes de façon à accroître leur résistance aux chocs thermiques
mais aussi de réguler le métabolisme dans les chloroplastes (Logan et Monson, 1999; Logan
et al., 2000). Leur rôle de photoprotection face aux fortes intensités lumineuses a également
été mis en avant (Peñuelas et Munne-Bosch, 2005). En effet, l’exposition des végétaux à des
isoprénoïdes exogènes (Delfine et al., 2000), atténue ou retarde l’endommagement de
l’appareil photosynthétique de manière non ubiquiste (Loreto, 2002) ce qui conforte
l’hypothèse précédente.

Mais l’intérêt de ces molécules, à l’instar des caroténoïdes (de Pascale et al., 2001; Morin-
Savy, 2005; Gallè et al., 2007) et l’α-tocophérol (Munné-Bosch, 2005), tient également de
leurs propriétés antioxydantes notamment contre les dommages engendrés par de fortes
concentrations d’ozone ou d’espèces réactives d’oxygène (ROS) (Affek et Yakir, 2002;
Grassmann et al., 2002; Peñuelas et Llusià, 2002; Peñuelas et Llusià, 2003; Velikova et al.,
2007; Vickers et al., 2009). De part leur forte réactivité liée à la présence de doubles liaisons
dans leur formule chimique et leur caractère lipophile (Peñuelas et Llusià, 2002; Chen et al.,
2009), ces isoprénoïdes se combinent avec ces molécules toxiques dans les espaces
intercellulaires et les désactivent physiquement (Heiden et al., 1999; Bonn et Moortgat,
2003). En effet, les derniers résultats obtenus par Chen et al. (2008) révèlent que l’inhibition
de la synthèse des monoterpènes chez Hevea brasiliensis accélère les stress oxydatifs chez
cette espèce par augmentation des niveaux de H2O2 et de MDA et par conséquent induit le
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renforcement d’autres systèmes antioxydants qui compensent l’absence de monoterpènes, à
l’origine comme système antioxydant.

5.1.4. Facteur de variation des terpènes

5.1.4.1. Facteurs  biotiques

La synthèse des terpènes chez les végétaux est d’origine génétique (Pichersky et Gang, 2000).
Cependant, sa composition est modulée par certains facteurs biotiques et abiotiques
(Letchamo et Vomel, 2001; Sudha et Ravishankar, 2002; Peñuelas et Llusià, 2003; Naghdi
Badi et al., 2004).
Parmi les facteurs biotiques, les pathogènes et herbivores (Gatehouse, 2002; Hoballah et al.
2002; Oppenheim et Gould, 2002; Mayer, 2004; Mumm et al., 2004; Arimura et al., 2008)
sont les plus remarquables en augmentant les contenues en terpènes, essentiellement ceux des
monoterpènes chez les végétaux ravagés.

Aussi, la quantité de terpènes est variable selon le sexe des arbres chez les espèces dioïques
(Tzakou et al., 2007), l’organe (feuilles, fleurs ou fruits) (Flamini et al., 2004; Kivcak et al.,
2004, Vidrich et al., 2004), la position des feuilles sur l’arbre (Gambliel et Cates, 1995;
Barnola et al., 1997), le tissu (Latta et al., 2000; Eberhardt et al., 2009) et selon la
compétition entre les plantes (Ormeño et al., 2007).

5.1.4.2. Influence des facteurs environnementaux

5.1.4.2.1. Température et luminosité

La synthèse des isoprénoïdes semble également être modulée par des facteurs abiotiques.
Nous citons la température, facteur écologique régulant l’activité des terpènes synthases
(Fischbach et al., 2002) et aussi par la lumière (Loreto et al., 1996b) qui génère par le biais de
la photosynthèse le glycéraldéhyde-3-phosphate (Sharkey et Yeh, 2001) et de l’énergie
chimique (ATP et NADPH) qui sont indispensables pour la synthèse des isoprénoïdes. Ces
deux facteurs écologiques, variables selon les saisons montrent que le taux de terpénoïdes est
maximal au printemps (Lusià et al., 2006; Barra et al., 2007; Gardeli et al., 2008; Hussain et
al., 2008), stade coïncidant avec une meilleur reprise végétative ou dans certains cas, le
maximum est enregistré en automne (Llusià et Peñuelas, 2000).

5.1.4.2.2. Aridité

L’effet de l’aridité sur la production de terpènes a été évoqué de façon exhaustive. En général,
le stress hydrique induit une augmentation des contenus en isoprénoïdes des feuilles (Llusià et
Peňuelas, 1998; Turtola et al., 2003; Delfine et al., 2005; Peňuelas et al., 2005; Blanch et al.,
2009), mêmes si certaines tendances inverses ont déjà été signalées chez certaines espèces
comme Cistus albidus (Llusià et al., 2010).

Aussi, des changements significatifs des émissions de terpènes ont été signalés chez beaucoup
d’espèces méditerranéennes en réponse aux conditions de sécheresse (Orméňo et al., 2007a;
Lavoir et al., 2009). Les mêmes résultats ont été signalés chez Erica multiflora et Globularia
alypum (Llusià et al., 2009).
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5.1.4.2.3. Altitude

L’altitude est un autre facteur de stress abiotique qui menace surtout les espèces de faible
altitude comme le lentisque. De nombreuses études ont démontré que ce facteur influence de
près la phytochimie des végétaux (Naydenov et Alexandrov, 1999; Ibanez et Usubillaga,
2006; Haider et al., 2009). Il a été observé une augmentation des quantités des huiles volatiles
(Vokou et al., 1993; Johnson et al., 1999) mais aussi celles des flavonoïdes chez les végétaux
de haute altitude en réponse aux faibles températures (Spitaler et al., 2006; Bilger et al., 2007,
Spitaler et al., 2008; Albert et al., 2009), aux fortes radiations (Staudt et Seufert, 1995; Loreto
et al. 1998; Wassner et Ravetta, 2005), notamment l’exposition aux UV-B (Zavala et Ravetta,
2002; Jaakola et al., 2004) et l’ozone (Kainulainen et al., 2000).

5.1.4.2.4. Autres facteurs (facteurs édaphiques et méthode d’extraction).

La synthèse des terpénoïdes peut aussi être modulée par la disponibilité en éléments nutritifs
dans le sol (Lee et Yang, 2005; Yang et al., 2005; Ormeño et al., 2008; Blanch et al., 2009),
mais aussi selon la méthode d’extraction utilisée (Adams, 1991; Lo Presti et al., 2008).

6. Objectifs

Le genre Pistacia de la famille des Anacardiacées comprend 11 espèces toutes dioïques
(Zohary, 1952). P. atlantica Desf. et P. lentiscus L. sont deux espèces qui se retrouvent à
l’état sauvage en Algérie et sont couramment utilisées comme porte greffe de P. vera. Leurs
intérêts pharmaceutiques et antimicrobiens ont été prouvés par divers auteurs (Barra et al.,
2007; Benhammou et al., 2008; Gardeli et al., 2008).
Ces espèces sont des xérophytes de part leur parenchyme palissadique très développé et leur
système racinaire à croissance rapide (Al-Saghir et al., 2006).

Le pistachier de l’Atlas ou bétoum, est un arbre héliophile (Zohary, 1996) caractéristique des
régions arides. Il présente une plasticité écologique très large allant des régions sub-humides
jusqu’au Saha Central algérien (Quézel et Médail, 2003).
Cette espèce qui jadis abondante, ne cesse de régresser d’année en année suite à des actions
anthropiques. Des problèmes de régénération naturelle subsistent, les jeunes plants vivants
que l’on observe sont ceux qui poussent à l’abri que leur offrent les touffes épineuses de
Ziziphus lotus (Ozenda, 1977).

Le lentisque quant à lui est un arbre de moyenne altitude (Castro-Díez et al., 1998), considéré
comme l’une des espèces les plus tolérantes aussi bien à la sécheresse (Gratani, 1995; Filella
et al., 1998; Vilagrosa et al., 2003; Tattini et al., 2006; Ozturk et al., 2010) qu’à la salinité
(Armas et Pugnaire, 2009; Barazani et Golan-Goldhirsh, 2009; Armas et al., 2010) grâce aussi
à son système racinaire très pivotant. Il est très recommandé dans les reboisements des zones
arides (Cortina et al., 2008).

Les espèces du genre Pistacia stockent des quantités considérables de terpènes dans leurs
feuilles (Fahn, 1979). Les huiles essentielles des espèces du genre Pistacia ont fait objet
d’études par plusieurs auteurs, en particulier celles du lentisque (Fernandez et al., 2000; Zrira
et al., 2003; Ben Douissa et al., 2005; Gardeli et al., 2008; Mecherara-Idjer et al., 2008) et du
pistachier de l’Atlas (Delazar et al., 2004; Barrero et al., 2005; Tzakou et al., 2007; Gourine
et al., 2009). Cependant, l’étude de la composition terpénique en relation avec les conditions
écologiques du milieu chez les espèces de ce genre sont très rares et en Algérie en particulier.
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Notre étude fait suite à mes travaux antérieurs réalisés en 2003 dans le cadre de mon Magister
et qui ont pour but d’appréhender les stratégies adaptatives de P. atlantica aux conditions
d’aridité croissante en Algérie par une approche stomatique. A l’exception de certaines
approches morphologiques évoquées par Belhadj (2007) chez quelques populations
algériennes du pistachier de l’Atlas en relation avec les conditions du milieu, les stratégies
développées par le pistachier de l’Atlas et le lentisque pour s’adapter aux contraintes
défavorables de l’environnement sont très méconnues.
Les travaux présentés dans ce rapport ont donc pour objectif:

- L’exploration de la variabilité des différentes populations du pistachier de l’Atlas en
Algérie et d’appréhender leurs mécanismes d’adaptation à l’aridité par l’étude des paramètres
morpho-anatomiques et la composition terpénique des feuilles. Aussi, nous avons étudié
l’effet du stress hydrique chez des plantules du pistachier de l’Atlas par des mesures
d’échanges gazeux et de fluorescence de la chlorophylle.

- L’exploration de la variabilité de différentes populations du lentisque récoltées en
Algérie dans différentes altitudes par une étude de leurs contenus en terpènes.

- Appréhender les stratégies adaptatives du lentisque in situ (France) dans 3 sites très
contrastés par des mesures de la fluorescence de la chlorophylle combinées aux dosages de
pigments et aux mesures du potentiel hydrique. De mieux comprendre l’effet de NaCl sur le
comportement photosynthétique des plantules de lentisque originaires de Montredon, station
littorale en France. L’étude de la compartimentation du sodium dans la feuille de plantule a
aussi été explorée.

Le plan de ce rapport sera découpé selon les trois axes de recherche présentés, chacun faisant
l’objet d’au moins un article soit publié ou soumis et en cours de révision.
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1. Les espèces étudiées

Le genre Pistacia de la famille des Anacardiacées comprend au moins 11 espèces ayant en
quasi-totalité une aire de distribution tropicale ou subtropicale (Fig. 5) (Zohary, 1952;
Kokwaro et Gillett, 1980). Il compte quatre régions phytogéographiques: méditerranéenne,
irano-touranienne, sino-japonaise et mexicaine (Seigue, 1985).
De part sa dioéicie et ses fleurs nues, Pistacia est un genre particulier des Anacardiacées
pouvant constituer une famille à part: les Pistaciacées (Gaussen et al., 1982).

1.1. Pistacia lentiscus L.

1.1.1. Aire de répartition

L’aire du lentisque s’étend sur tout le bassin méditerranéen (Verdŭ et Garcίa-Fayos, 2002) et
se rencontre dans les Iles Canaries et au Portugal (Fig. 6A) (Alyafi, 1979). En Algérie, il
occupe l’étage thermo-méditerranéen. Sa limite méridionale se situe aux environs de Saida, sa
présence au sud de l’Atlas saharien n’est pas signalée.

1.1.2. Caractères botaniques et écologiques

Le lentisque est un arbuste sclérophylle à feuilles persistantes, à odeur de résine fortement
âcre et à croissance très lente. D’une hauteur de 2 m, il peut cependant atteindre la taille d’un
arbre lorsqu’il est dans des sites humides et protégés (Munné-Bosch et Peňuelas, 2003).
Cette espèce est classée dans la section de Eu-Leniscus à côté de P. weinmannifolia Poisson.
et P. saportae (Zohary, 1952). Les feuilles ont une durée de vie de 2 ans (Ain-Lhout et al.,
2004) à rachis ailé, paripennées, composées de 2-3 paires de folioles coriaces, vert sombre qui
sont largement lancéolées, obtuses au sommet, brillantes au dessus et de taille allant de  1,5-3
cm.
Les fleurs sont sessiles, composées de 3-5 sépales. Les fleurs mâles étant pourvus de 5
étamines, produisant environs 47.103- 6.103 grains de pollen par fleur. Elles sont regroupées
en inflorescences de 8-10 fleurs (Jordano, 1989). Les fleurs femelles possèdent un ovaire à
trois carpelles uniloculaires, avec un ovule anatrope uniovulé, surmonté d’un style court à 3
stigmates (Grundwag, 1976). Elles sont regroupées en inflorescence de 4-21 fleurs.

Le fruit est une drupe de 3-4 mm de diamètre, de forme ovoïde-globuleux et peu compressé
(Grundwag, 1976). Il est de couleur rouge au début puis devient noirâtre à maturité à la fin de
la saison hivernale (Verdŭ et Garcia-Fayos, 1998). Souvent, une part des fruits du lentisque, à
l’instar de toutes autres espèces du genre Pistacia sont vides soit par avortement des
embryons ou par parthénocarpie, variable en fonction des conditions climatiques (Grundwag,
1976, Jordano, 1989; Verdŭ et Garcia-Fayos,1998; Özeker et al., 2006). Les images de
certains caractères botaniques de cette espèce sont rapportées dans la Fig. 7.
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Fig. 5. Aire de répartition de la famille des Anacardiacées dans le monde (Alyafi, 1979).
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Fig. 6. Aire de distribution des espèces du genre Pistacia dans le monde. A: P. lentiscus L. (     ) et B: P. atlantica ( ) (Alyafi, 1979)
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Fig. 7. Certains caractères botaniques chez P. lentiscus. A: inflorescence mâle, B: arbuste en
stade de fructification et C: fruits en stade de développement.

La phénologie du lentisque a fait objet d’étude par Castro-Diez et Montserrat-Marti (1998) et
Martinez-Pallé et Arone (2000). Contrairement aux arbres femelles qui continuent à
développer leur fruit durant la période hivernale, les arbres mâles en finissant précocement
leur cycle phénologique, ont tout le temps pour durcir leurs tissus ce qui les rend à l’abri des
premières gelées automnales.

C’est une espèce indifférente aux propriétés physico-chimiques du sol mais préfère des sols à
faible concentration en phosphore et potassium conjugués avec des concentrations différentes
en carbonates de calcium et en azote (Dogan et al., 2003). De part son houppier composé de
branches imbriquées et denses, le lentisque assure la protection du sol et crée les conditions
favorables pour l’humification de la matière organique et l’enrichissement de ses propriétés
biologiques (Diaz Barradas et Correia, 1999).

1.2. Pistacia atlantica Desf. ssp. atlantica

Le pistachier de l’Atlas encore appelé bétoum en arabe, iggh en berbère a été décrit
premièrement par Desfontaines en 1789. C’est une essence très ancienne, son fruit est
rencontré depuis le Crétacé Moyen (Deyson, 1982).
P. atlantica appartient à la section Butmella (Zohary, 1952). Elle est subdivisée en 4 sous
espèces : latifolia, kurdica, kabulica et enfin atlantica. Cette dernière est la seule présente en
Algérie (Zohary, 1952; Alyafi, 1979; Monjauze, 1980).

1.2.1. Aire du pistachier de l’Atlas

P. atlantica est essentiellement un arbre de l’étage bioclimatique aride et accessoirement de
l’étage semi-aride (Monjauze, 1980; Quézel et Médail, 2003). Il s’étend depuis les Iles
Canaries à l’ouest jusqu’au Proche Orient vers l’est (Fig. 6B). En Algérie, on le retrouve à
l’état de groupements isolés d’Oran et Ain Sefra à l’ouest jusqu’à la Tunisie à l’est. Il est
présent aussi dans l’Atlas saharien, dans le secteur du Sahara septentrional et dans le Hoggar
(Fig. 8). Il est associé dans le proche orient à Quercus ithaburensis et en Afrique du Nord à
Ziziphus lotus (Seigue, 1985).

B

B
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1.2.2. Caractères botaniques du pistachier de l’Atlas

Le pistachier de l’Atlas est un arbre à feuilles caduques, pouvant atteindre 15 à 25 m de haut.
Il est connu par sa longue longévité (Zohary, 1987), des sujets de 2,5 m de circonférence ont
un âge voisin de 200 ans et pour les plus vieux d’entre eux, ils peuvent atteindre 300 ans
(Monjauze, 1968). La frondaison est en boule dans le jeune âge puis devient hémisphérique
pus tard (Nègre, 1962). Ses racines sont très pivotantes pouvant atteindre 5 m de profondeur
(Monjauze, 1980).

Fig. 8. Aire de répartition du pistachier de l’Atlas dans le Nord Algéro-Tunisien
(Monjauze, 1968)

Les feuilles à vocation fourragères (0,35 U.F.) sont imparipennées, composées de 3-4 paires
de folioles (Monjauze, 1980). Elles ont une forme lancéolée à ovoïde-oblongue selon les
provenances (Yaltirik, 1967; Zohary, 1987). Elles mesurent environs 8 à 20 cm de long
(Boulos, 2000). Le pétiole est non ailé et mesure 3 à 5 cm de long (Meikle, 1977 in Behadj,
2007). Le rachis est aplati (Zohary, 1987) et à peine ailé (Tutin et al., 1981).
A l’exception, des autres espèces de ce genre qui sont glabres, les feuilles du pistachier de
l’Atlas, sont ciliées sur les marges et recouvertes de poils unicellulaires et glanduleux sur le
reste du limbe (Alyafi, 1979; Belhadj, 2007).

Les feuilles des deux espèces sont dorsiventrales et de type C3. Deux couches de parenchyme
palissadique sont observées chez P. lentiscus et une seule seulement chez P. atlantica (El-
Oqlah, 1995; Al-Saghir, 2006; Ait Said et al., 2009). Deux types d’oxalates de calcium
(cubiques et en oursins) sont présents essentiellement dans le collenchyme et dans le
parenchyme lacunaire (Ait Said et al., 2009).
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La floraison débute le mois de février, le plus souvent 2 à 4 semaines avant la poussée des
bourgeons végétatifs (Grundwag, 1976). L’inflorescence mâle est une panicule et
l’inflorescence femelle est une grappe. La fécondation est anémophile (Alyafi, 1979). Le fruit
est gros comme un pois d’une taille de 5-7 mm de diamètre (Kaska, 1994). Il est rougeâtre au
début puis virant au bleu à maturité à partir de mois juillet (Danin, 1983). Les images de
certains caractères botaniques de cette espèce sont rapportées dans la Fig. 9.

Fig. 9. Certains caractères botaniques chez P. atlantica: A, inflorescence mâle; B,
arbre centenaire; C, fruits à différents stades de maturation; D, feuille.

Du point de vue édaphique, cette essence est indifférente au type de sol (Nègre, 1962).
Cependant, elle préfère des sols argileux à argilo-limoneux (khalif, 1959), mais aussi des
alluvions de plaines (Seigue, 1985). Elle participe à l’amélioration des propriétés physico-
chimiques du sol en produisant des quantités considérables d’humus (Mirzaie-Nodoushan et
Arefi, 2001).
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2. Echantillonnage in situ et conditions écologiques des milieux d’étude

2.1. Pistacia lentiscus L.

2.1.1. Algérie

En Algérie, le lentisque est une espèce occupant des milieux très contrastés. L’étude de
l’influence des facteurs écologiques, essentiellement l’altitude sur sa composition en terpènes
est intéressante à explorer.

Nous avons échantillonné des feuilles de lentisque au mois de septembre 2008 dans trois sites
algériens à raison de 5 stations par site choisis le long d’un gradient d’altitude croissante (Fig.
10). Le premier site regroupe les stations du littoral algérien de faible altitude (<20m)
(Cherchel, Zemouri el Bahri, Tigzirt, Azzefoun et Ziama Mansouriah), le second comprend
les stations de moyenne altitudes (Thénia, Béni Amrane, Tizi Ouzou, El kseur et Lakhdaria)
et enfin nous avons échantillonné dans un dernier site à haute altitude et qui regroupe les
stations de Béni Mendes, Tizi Oumalou, Ait Khelifa, Aourir N’Athejelil et Tala Moumene. A
noté que dans chaque station, 5 pieds femelles, sains ayant pratiquement le même âge sont
choisis.

Des spécimens sont déposés à l’herbier de l’université de Provence (Marseille) et sont
référenciés comme suite PL1-MAR-2010, PL2-MAR-2010, PL3-MAR-2010 pour les sites de
faible, moyenne et haute altitude, respectivement.

Les données climatiques des stations étudiées d’une période de 10 ans (1997-2006) nous ont
été fournies par l’Office Nationale de la Météorologie (O.N.M.) et l’Agence Nationale des
Ressources Hydriques (A.N.R.H.) d’Alger. Aussi, nous nous sommes inspirés des travaux de
Meddour (2010) pour l’extrapolation des données de certaines stations de hautes altitudes par
rapports aux stations de références. Les données écologiques des 15 stations de lentisque
étudiées sont rapportées dans le Tab. 1A

2.2.2. France

L’échantillonnage du lentisque a porté sur trois sites in situ en France : un site (semi-aride)
situé à Montespin, un second à Montredon (salin, exposé aux embruns marins) et enfin sur un
troisième site (aride) situé à Callelongue (Fig. 11). Trois populations sont retenues par site à
raison de 12 pieds (6 mâles et 6 femelles) par population pour réduire la variabilité due au
sexe (Correia et  Diaz Barradas, 2000; Groen et al., 2010). Pour chaque arbre, nous avons
procédé à des compagnes de mesures saisonnières durant une année (avant le levé du soleil):
en hiver (10-23 Février 2009), printemps (18-22 Avril 2009), été (21 Juin-1 Juillet 2009) et
enfin en automne (3 Novembre-9 Décembre2009) de la fluorescence de la chlorophylle a, du
potentiel hydrique des feuilles et de leur teneur en pigments (chlorophylles et caroténoïdes).
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Echelle : 1/2000000 (carte d’Algérie)
Fig. 10. Carte de situation des stations de P.lentiscus échantiollonnées en Algérie : stations du littoral, stations de moyenne altitude et

stations d’altitude élevée.
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Tab.1. Données écologiques des stations algériennes de Pistacia lentiscus (A) et de P.
atlantica (B).

Sites Stations Altitude
(m)

Coordonnées
géographiques

Habitat P
(mm)

T0 Max
(C0)

Durée
sécheresse
(mois)

Q2

A: P. lentiscus
Altitude
faible

Cherchel 15 36°36’N/2°11’E Phillyrea latifolia 502±25.08 31.75±0.42 05.0 73.54

Azzefoun 14 36°53’N/4°25’E Phillyrea latifolia 776±50.04 31.5±0.48 04.0 122.1

Zemmouri Bahri 9 36°48N/3°35’E Erica arborea 741±45.34 29.1±0.51 04.0 125.9
Tigzirt 6 36°53N/4°08’E Arbutus unedo 923±67.98 30.3±0.44 03.3 150.7
Ziama mansouriah 8 36°39’N/5°28’E Erica arborea 968±60.82 30.8±0.38 04.0 148.2

Altitude
moyenne

Thenia 168 36°43N/3°32’E Eucalyptus radiata 729±58.43 35.0±0.37 04.3 88.61

Beni Amrane 121 36°39N/5°14’E Erica arborea 730±55.22 35.5±0.38 04.4 87.50

Tizi Ouzou 182 36°43N/4°03’E Pinus halepensis 732±57.42 36.1±0.41 04.3 83.68

El Kseur 167 36°41N/4°51’E Olea europaea 758±59.33 30.8±0.35 04.0 112.1
Lakhdaria 307 36°34N/3°35’E Olea europaea 514±54.14 35.6±0.39 05.3 55.25

Altitude
élevée

Ait Khelifa 1042 36°31’N/4°20’E Olea europaea 1039±56.57 23.2±0.32 03.0 168.9

Tala Moumene 1008 36°33’N/4°48’E Olea europaea 1041±67.45 24.5±0.35 03.0 190.2

Beni Mendes 809 36°30’N/3°59’E Olea europaea 925±64.54 31.8±0.38 03.3 112.7

Aourir N’Athjelil 868 36°34’N/4°48’E Olea europaea 1019±69.33 25.44±0.31 03.3 182.2
Tizi-Oumalou 942 36°30’N/4°20’E Olea europaea 939±78.75 30.82±0.36 03.2 116.1

B: P. atlantica

Aridité faible Médéa 720 36°16’N/3°05’E Ziziphus lotus 393±39.22 31.00±0.35 04.0 35.5

Aridité
moyenne

Laghouat 780 28°00’N/3°00’E Ziziphus lotus 117±21.22 39.40±0.32 10.0 8.5

Aridité élevée Béchar 790 31°38’-32°03’N
1°13’-02°13’ W

Ziziphus lotus 58±15.21 40.70±0.38 12.0 5.9

P : Moyennes des précipitations annuelles, T0 Max : Température maximale du mois le plus chaud,  Q2 : quotient
pluviothermique d’Emberger, Durée de sécheresse de Bagouls et Gaussen (1953) P=2T.
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Fig. 11. Sites où sont réalisées les mesures de la fluorescence chlorophyllienne chez des
arbustes du lentisque : station de Montespin (semi-aride), station de Montredon (Littoral) et la
station de Callelongue (Aride) (site Google Earth).

2.2. Pistacia atlantica Desf. ssp. atlantica

L’échantillonnage de Pistacia atlantica Desf. ssp. atlantica est réalisé dans trois sites
algériens choisis le long d’un gradient d’aridité croissante (Transect Nord-Sud). Il s’agit de
Oued Besbes (Wilaya de Médéa), Tilghemt (Wilaya de Laghouat) et dans la station la plus
aride de Beni-Ouniff (Wilaya de Béchar). La localisation géographique de ces stations est
illustrée sur la Fig. 12 et leurs données écologiques sont rapportées dans le Tab. 1B.

Des spécimens sont déposés à l’herbier de l’université de Provence (Marseille) et sont
référenciés comme suite : Mar-PA1-2008; Mar-PA2-2008; Mar-PA3-2008 respectivement
pour les sites Médéa, Laghouat et Bechar.
Pour chaque site étudié, 10 pieds femelles, sains et ayant pratiquement le même âge sont
choisis. La densité des plantes et les conditions édaphiques (sol calcaire) sont dans l’ensemble
identiques dans les différents sites. Des feuilles matures et héliophiles sont prélevées au stade
de fructification (au mois de juin 2008) en vue de prendre en compte les décalages
phénologiques des plantes dus aux conditions climatiques locales. Ces feuilles feront objet
d’études morpho-anatomiques et phytochimiques pour mettre en évidence la variabilité des
populations du pistachier de l’Atlas et leurs mécanismes d’adaptation aux conditions d’aridité.
Aussi, nous avons procédé à une étude phytodermologique des plantules issues des graines
récoltées des stations extrêmes et cultivées dans les mêmes conditions en vue de mettre en
évidence l’existence ou non d’une variabilité génétique entre les provenances.
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N

Echelle : 1/2000000 (Carte d’Algérie).

Fig. 12. Cartes de situation des stations de P. atlantica ( ) échantiollonnées en Algérie. A:
Station de Beni Slimane (Médéa), B: station de Tilghemt (Laghouat) et C: station de Béni
Ounif (Béchar).

A

B C
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3. Germination et culture des plantules en conditions de stress hydrique et salin

3.1. Germination

Les graines de P. atlantica Desf. sont récoltées au mois d’Août 2008, dans deux sites
extrêmes, Médéa et Béchar. Quant à celles du lentisque, elles sont récoltées au mois de
décembre 2008 à Montredon, station littorale en France. Ces graines sont séchées à l’air libre,
puis conservées au réfrigérateur (-2C0) jusqu’à leur mise à germination. Après une
scarification mécanique (essentiellement pour le pistachier de l’Atlas), ces graines sont mises
à germer dans des boites de Pétri stérilisées à l’alcool (25 jours de germination au mois de
mars 2009). Des plantules au stade d’une seule foliole sont transplantées dans des pots
contenant du sable (2/3) et de la tourbe (1/3) et laissées accroître dans une chambre de culture
de l’université de Provence dont les conditions sont : température 25°C, le photopériodisme
fixé à 11/13h et une radiation lumineuse de 500 µmol photon m-2 s-1 (Fig. 13).

Fig. 13. Plantules de P. atlantica (à gauche) et P. lentiscus (à droite) dans la salle de
culture de l’université de Provence.

3.2. Stress salin: P. lentiscus

16 plantules de P. lentiscus âgées de 10 mois, ayant la même taille et issues de la germination
de graines en  provenance de la station littoral de Montredon sont soumises au stress salin.
Ainsi, elles sont réparties en quatre lots contenant chacun 4 plantules. Quatre modalités
d’arrosage sont appliquées : avec de l’eau du robinet pour le premier lot témoin, NaCl
additionné avec du CaCl2 pour le second lot, NaCl pour le troisième lot et enfin nous avons
arrosé les plantules du dernier lot avec du CaCl2. 3 jours après, nous avons procédé à
l’arrosage des plantules des trois derniers lots avec NaCl pendant 12 jours, à raison d’un
arrosage chaque 3 jours. Les concentrations des sels utilisés pour chaque modalité sont :
[NaCl] = 300 mM et [CaCl2]=10 mM. L’arrosage avec du CaCl2 est réalisé dans le but de
prévoir le comportement écophysiologique de cette espèce dans un sol calcaire (Fig. 14).



Chapitre 2. Matériel et méthodes

27

Fig. 14. Plantules du lentisque, âgées de 10 mois et originaire de la station de Montredon
réparties en quatre modalités (témoin, NaCl, CaCl2 et NaCl+CaCl2) sont soumises au stress
salin par des arrosages répétés avec du NaCl.

3.3. Stress hydrique: P. atlantica

16 plantules de P. atlantica (8 sont issues de la station de Béchar et 8 autres de la station de
Médéa) âgées de 11 mois (issues du même lot que celles utilisées pour les observations au
MEB) sont soumises à un stress hydrique par omission de leur irrigation durant une période
de 17 jours avant de procéder à un réarrosage avec de l’eau de robinet.

4. Etudes morpho-anatomiques

Les feuilles du pistachier de l’Atlas sont de type C3. Elles sont imparipennées et composées
de 3-5 paires de folioles.

4.1. Biométrie foliaire

Pour les mesures morphologiques, nous avons échantillonné 30 feuilles par arbre, soit un total
de 300 feuilles par site. Une fois récoltées, ces feuilles sont séchées et conservées en herbier
avant de procéder à des mesures biométriques à l’aide d’un pied à coulisse : longueur et
largeur des feuilles, longueur du pétiole et du rachis ainsi que la longueur et la largeur de la
foliole terminale (Fig. 15).

4.2. Anatomie de la feuille

Des coupes transversales sont réalisées sur la partie médiane de feuilles fraîches, à raison de
trois coupes par feuille puis colorées au carmino-vert d’iode. Montées entre lame et lamelle
sous microscope photonique (Motic x 400), nous avons mesuré à l’aide d’un micromètre
oculaire les épaisseurs des paramètres anatomiques suivants : épiderme adaxial et abaxial,
cuticule adaxiale et abaxiale, parenchyme palissadique et lacunaire ainsi que l’épaisseur totale
de la foliole (Fig. 16).
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Fig. 15. Biométrie foliaire chez P. atlantica Desf.

Fig. 16. Paramètres anatomiques mesurés au niveau d’une coupe transversale d’une feuille de
P. atlantica Desf. observée au microscope photonique « Motic », GX400, Coloration au
carmino-vert (source: Ait Said et al., 2009).
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4.3. Microscopie Electronique à Balayage

Pour chacun des deux sites étudiés (Médéa et Béchar), 8 plantules du pistachier de l’Atlas,
âgées de 11 mois sont soigneusement choisies. 3 feuilles par plantule sont récoltées puis
séchées en herbier. Pour chaque feuille, trois folioles sont enrobées avec de l’or (Fig. 17),
avant leur observation micromorphologique (phytodermologique) au microscope électronique
à balayage : FEI XL30 ESEM (U.S.A) de l’université de Provence de Marseille (Fig. 18).

Fig. 17. Folioles du pistachier de l’Atlas enrobées avec de l’or pour les observations au
M.E.B.

Fig. 18. Microscope électronique à balyage (M.E.B.) FEI XL30 ESEM (U.S.A.) utilisé pour
les différentes observations phytodermologiques des feuilles des plantules du pistachier de
l’Atlas.
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5. Analyse des terpénoïdes en CG-SM

5.1. Préparation du matériel végétal

Les feuilles des deux espèces étudiées sont récoltées puis séchées à l’ombre et à température
ambiante (28°C) pendant 18 jours, jusqu’à l’obtention d’un poids sec constant. 100 g de
feuilles par arbre sont ensuite finement broyées puis conservées à l’obscurité jusqu’à leur
utilisation.

5.2. Méthode d’extraction

Dans un flacon en verre bien nettoyé à l’alcool ordinaire puis au dichlorométhane, on suspend
2,5 g de poudre de matière végétale sèche, dans 5ml de dichlorométhane (CH2Cl2) (ratio 1 : 2
(p/v). 50 µl de Dodécane (CH3(CH2)10CH3) de concentration (50 ng/µl) sont rajoutés comme
standard interne pour la quantification des composés relativement au Dodécane.
Les flacons bien fermés et recouverts de papier aluminium sont laissés sous hotte sous
agitation magnétique à température ambiante pendant 30 minutes à raison de 600 tr/mn. Une
aliquote est prélevée à l’aide d’une seringue, filtrée à l’aide d’un filtre seringue RC
(Regenerated cellulose, 0,45 µm, 25 mm, Phenomenex, Le Pecq, France) en la transvasant
dans un vial GC-MS puis analysée par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) (Hewlett
Packard® GC 6890) couplée à un Spectromètre de Masse (SM) (5973 Network). Le système
est équipé d’une colonne capillaire dont les dimensions sont : 30 m de longueur, 0,25 mm de
largeur et 0,25 µm de diamètre.

2 µl d’extrait sont injectés à travers l’injecteur automatique (ALS 7683) en mode Splitless à
50 min ml-1 après 1 min. La température d’injection est maintenue à 250°C.
L’Hélium est le gaz vecteur utilisé dont le débit est 1ml/min. La température du four
initialement fixée à 40°C, puis elle augmente de 4°C min-1 jusqu’à atteindre 270°C pendant
5mn. La température de transfert de ligne est maintenue à 280 °C.

Les terpènes sont identifiés par une comparaison de leur indice de rétention (IR) et leurs
spectres de masse (SM) avec ceux enregistrés dans la base de données ou bien cités dans la
littérature (Adams, 2007).
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6. Etudes écophysiologiques

6.1. Mesures de la fluorescence de la chlorophylle a

La fluorescence chlorophyllienne provenant essentiellement des photosystèmes PSII permet
de quantifier la vitalité d’une plante. Son étude fournit de précieux renseignements sur le
fonctionnement photochimique des chloroplastes notamment de la première phase de la
photosynthèse (phase lumineuse) à savoir, la capture de l’énergie lumineuse par les antennes
collectrices, transfert de l’excitation à travers les pigments et émission des électrons par le
PSII (Fig. 19).

La fluorescence est en étroite compétition avec la photochimie. En effet, lorsque l’état
fonctionnel des membranes photosynthétiques se dégrade sous l’effet de certaines contraintes
défavorables de l’environnement (contrainte hydrique, salinité, carence minérale, attaque par
un herbicide…etc), la chaîne de transport des électrons est perturbée, de sorte que la
production d’agents réducteurs (d’ATP et NADPH), indispensables à la réduction du CO2 en
sucres à l’origine de la plupart des molécules organiques de la plante, diminue. Dans ces
conditions, la désactivation des molécules de chlorophylle excitées se fait essentiellement par
production de chaleur ou de fluorescence (Fig. 20).

Les mesures des paramètres de fluorescence chlorophyllienne sont faites in situ sur la partie
centrale des feuilles héliophiles du lentisque à l’aide d’un fluorimètre FMS 2 (Hansatech®

Fluorescence Monitoring System) (Fig. 21A) à raison d’une mesure par feuille et par arbre.

Avant le levée du soleil, les centres réactionnels et la chaine de transport d’électrons sont
totalement disponibles, les chloroplastes ne sont pas énergisés. On installe alors des clips
d’adaptation à l’obscurité (Fig. 21B) (pinces, dont la partie se trouvant en contact avec la face
supérieure de la feuille comporte une fenêtre de lecture pouvant être obstruée au moyen d'une
plaque métallique coulissante) sur les folioles de Pistacia lentiscus. Après une application
d’une lumière ambrée (685nm) pulsée monochromatique (d’intensité constante et faible
réglée de telle sorte qu’elle ne produise pas de variation de la photochimie) sur la foliole, nous
enregistrons une fluorescence minimale F0 qui témoigne d’une réduction (ouverture) de tous
les centres réactionnels et d’une oxydation totale des accepteurs primaires d’électrons (QA).

L’application d’un flash de saturation (deux fois l’intensité du soleil d’une durée de 0,5 s),
induit l’oxydation (fermeture) de tous les centres réactionnels de PSII qui restent bloqués dans
l’état QA- (réduits). La fluorescence passe très rapidement d’un niveau F0 vers le niveau
maximum de fluorescence Fm. Le retour de Fm vers F0 est relativement rapide (5-10
seconde) et qui correspond pour l’essentiel au transfert de la charge de QA- vers QB dans
l’ensemble des centres PSII de l’échantillon.
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Fig. 19. Schéma simplifié de la photosynthèse.

Fig. 20. Différentes voies de désactivation des molécules de chlorophylle excitée : fluorescence,
chaleur et photochimie.
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Fig. 21. A. Fluorimètre FMS 2 (Hansatech® Fluorescence Monitoring System) utilisé pour les
mesures de la fluorescence de la chlorophylle des feuilles de lentisque, B: Flèche en rouge
désigne le clip utilisé pour l’acclimatation des feuilles à l’obscurité.

La différence de la fluorescence (Fm-F0) est appelée fluorescence variable, Fv; celle-ci est
une mesure de la fraction de l’énergie photochimique absorbée convertible en énergie
chimique.
Dans ces conditions d’acclimatation à l’obscurité (Fig. 22A), nous pouvons calculer le
rendement quantique maximum (Fv/Fm = (Fm-F0)/Fm (ou efficience quantique) qui traduit
l’efficacité du PSII pour utiliser la lumière pour la conversion photochimique. Testé sur
plusieurs espèces, ce quotient est de l’ordre de 0,832 dans les conditions optimales de
croissance (Björkman et Demmig, 1987). La réduction du taux de Fv/Fm témoigne le plus
souvent des conditions de stress dans lesquelles vit la plante.

Nous avons écrit un script dans le but de simuler l’exposition de la feuille à différentes
radiations lumineuses afin d’appréhender les réponses de leurs appareils photosynthétiques
(Fig. 23). 5 niveaux de lumière actinique sont choisis correspondants aux variations
d’intensités lumineuses avant le levée du soleil jusqu’à midi. 360, 540, 900, 1260 et 1620
µmol Photos/m²/s imitent les radiations journalières durant la période hivernale et 360, 540,
900, 1440 et 2160 µmol photons/m²/s représentent celles relatives aux saisons automnale,
printanière et estivale.  L’application de cette lumière dite actinique qui se superpose à la
lumière ambrée, permet d’enregistrer des paramètres de fluorescences qui diminuent
lentement jusqu’à atteindre l’état stationnaire appelé Fs (C’est l’effet de kautsky). Un flash
de saturation est appliqué ce qui permet de fermer à nouveau tous les centres réactionnels
(dont une partie est déjà réduite suite à cette lumière actinique), les feuilles émettent une
fluorescence maximale dite Fm’ (Fm’<Fm).
Dans ces conditions (Fig. 22B), nous pouvons calculer l’efficacité quantique réelle ΦPSII =
(Fm’-Fs)/Fm’ (Genty et al., 1989). Elle exprime la quantité de lumière absorbée par la plante
et qui est réellement utilisée dans l’acte photochimique. En temps que tel, il peut être utilisé
dans  l’estimation de la vitesse de transport des électrons (ETR) et ainsi donne une indication
sur l’ensemble de la photosynthèse.
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ETR (µ mole m-2 s-1) = ΦPSII x PAR x 0,84 x 0,5 avec :

 PAR = Radiation Photosynthétique Actives (µmol photons/m²/s)
 0,84 = 84% de la lumière est utilisée pour la photosynthèse (chez les espèces de type C3).
 0,5 = distribution équitable d’énergie entre les deux photosystèmes PSI et PSII

Fig. 22. Modèle d’une courbe de fluorescence de la chlorophylle. A: en condition d’obscurité
ou B: en condition d’illuminosité

Fig. 23. Cinétique de la fluorescence de la chlorophylle chez les feuilles du lentisque à
différents niveaux de PAR.
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Dans plusieurs cas, le flux d’électrons à travers le PSII est un indicateur de taux de la
photosynthèse. Dans des conditions contrôlées (en absence de stress), le transfert d’électrons à
travers le PSII est corrélé positivement au taux de CO2 fixé par la plante. Cette corrélation
peut être cependant rompue dans les conditions de plein champ (Maxwell et Johnson, 2000).

La diminution de la fluorescence en conditions d’éclairement comparée aux conditions
d’obscurité (Fm’<Fm ; F0’<F0) est due à deux coefficients qui permettent d’atténuer (to
quench en anglais) la fluorescence : il s’agit de :

 Le quenching photochimique (qP = (Fm’-Fs)/(Fm’-F0) : dans ce cas, le maximum
d’énergie lumineuse est utilisée par la plante pour la voie photochimique par augmentation
des centres réactionnels qui sont à l’état ouverts. Ceci est en étroite relation avec
l’augmentation de l’activité des enzymes impliquées dans le métabolisme carboné et
l’ouverture des stomates.
Lorsque qP = 1, tous les centres sont ouverts et pour qP = 0 tous les centres sont fermés.

 le quenching non photochimique (NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’) qui se manifeste par la
dissipation de l’excès de l’énergie absorbée sous forme de chaleur (Bilger et BjÖrkman,
1990). Il est à noter que NPQ est modulé par le DpH transthylakoїdal dû à un flux important
d’électrons à travers le PSII. Chez la plupart des espèces, cette valeur est comprise entre 0,5 et
3,5 dans le cas des lumières saturantes.

Pour appréhender le bilan annuel de la réponse de l’activité photosynthétique du lentisque
face aux facteurs de stress, salin et aride, nous avons utilisé les paramètres de fluorescence
suivants : l’efficacité quantique maximale Fv/Fm, l’efficacité quantique réelle ΦPSII, le
quenching photochimique qP et le quenching non photochimique NPQ.

6.2. Mesures du potentiel hydrique de la plante

Le potentiel de l’eau dans le xylème est une donnée informant sur le statut hydrique de la
plante. Il varie énormément au court d’une journée puisqu’il est fonction de la transpiration.
Cependant, avant l’aube, ce paramètre reste relativement stable et correspond à des valeurs de
potentiel de l’eau maximales (les moins négatives) dans la plante.
Les mesures du potentiel hydrique des feuilles de P. lentiscus sont réalisées in situ avant le
levé du soleil à l’aide d’une chambre à pression (PMS Instrument Co. Corvallis, Oregon.
USA) (Fig. 24) à raison d’une mesure par arbre, par site et par saison. La valeur du potentiel
hydrique est obtenue par une simple lecture de la pression au moment de la sortie des
premières bulles d’air dans les parois de la section droite du pétiole des feuilles.

6.3. Dosage des pigments photosynthétiques

La photosynthèse n’est rendue possible grâce aux molécules absorbant la lumière : La
chlorophylle a (pigment principal) et la chlorophylle b et les caroténoïdes (pigments
accessoires). Ces pigments ont des pics d’absorption de la lumière différents (vers 450 nm et
vers 650 nm pour chlorophylles a et b et vers 480-500 pour les caroténoïdes) ce qui permet
une optimisation de l’utilisation du spectre solaire par la plante.
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Fig. 24. Appareil de Scholender et ses différents accessoires utilisés pour la mesure du
potentiel hydrique d’une feuille.

Des feuilles héliophiles sont récoltées (sur les mêmes arbres utilisés pour les mesures de la
fluorescence) avant le levé du soleil, puis transportées au labo pour les dosages. 0,5 g de
matière foliaire fraîche est broyée dans 20 ml d’acétone à 80% (C3H6O, Mr=58,08, pureté
99,5%). Une fois filtrée à l’aide d’un filtre seringue (0,45 µm), la solution obtenue est
mesurée au spectrophotomètre (série BioMateTM 3) (Fig. 25A). Pour cela nous avons utilisé
de l’acétone 80% comme blanc pour régler le zéro du spectromètre (Fig. 25B).

Le dosage des pigments est obtenu par une simple lecture de l’absorbance de la solution aux
longueurs d’onde suivantes : 663, 646 et 470 nm (A663, A646 et A470 respectivement) (Fig.
25C). Le calcul de la concentration (µg/g) des chl a, chl b et les caroténoïdes contenus dans la
solution est obtenu par la méthode de Wellburn (1994) soit :

Chl a = (12,21 x A663 - 2,81 x A646)V/W
Chl b = (20,13 x A646 - 5,03 x A663)V/W
Caro = (1000 x A470 - 3,27 x Chl a - 104 x Chl b)/198)V/W

V = volume de la solution (20 ml dans notre cas)
W = poids des feuilles utilisé (0,5 g dans notre cas).

7. Etudes physiologiques : stress hydrique et salin

7.1. Mesures d’échanges gazeux couplées à la fluorescence de la chlorophylle a

La mesure des échanges gazeux, contrairement à la fluorescence chlorophyllienne nous
renseigne sur le devenir des électrons qui traversent les membranes thylakoïdiennes et donc
de la phase obscure de la photosynthèse. Ces deux méthodes d’analyse qui sont
complémentaires, permettent de quantifier la part de la limitation stomatique versus non
stomatique dans la réduction du CO2 et donc de la photosynthèse. Aussi, elle permet
l’estimation des différents types d’énergie utilisés, aussi bien la photorespiration que la
dissipation thermique (Flexas et al., 1999). Le principe de la technique, repose sur la mesure
différentielle du CO2 et de la vapeur d’eau contenus dans un flux d’air avant et après la mise
en contact avec une portion de feuille végétale.
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Fig. 25. Dosage de pigments. A: Spectrophotomètre série BioMateTM 3, B: Etalonnage et C:
mode de lecture.

Les plantules de P. lentiscus et de P. atlantica soumises respectivement au stress salin et au
stress hydrique ont fait objet de mesures des échanges gazeux et de certains paramètres de
fluorescence.
Pour chacune des espèces et plantules étudiées et pour chaque niveau de stress testé, 3
mesures par plantule de la conductance stomatique (gs), efficience réelle de l’utilisation de la
lumière (ΦPSII), rendement quantique de la réduction du CO2 (ΦCO2) et le pourcentage des
centres réactionnels des photosystèmes qui sont à l’état ouvert (qP) sont réalisées.

Ces meures sont réalisées à l’aide d’un Li-COR 6400 XT U.S.A. (Fig. 26) équipé d’une
chambre de fluorescence. La taille de la chambre standard de mesure et la sensibilité des
capteurs imposent de travailler sur des plantes dont les feuilles ont une surface intégrable
supérieure à 2 cm². Les capteurs de mesures sont deux IRGA (Infra Red Gas Analyzer)
affectés l’un à l’air de référence, l’autre à l’air soumis à l’échantillon. Ces IRGA sont à
proximité immédiate avec la chambre de mesure qui se trouvent réunies dans la même pièce.
Dans la chambre de mesures, les feuilles sont mises dans des conditions imitant celles du
milieu naturel à savoir une concentration stable de CO2 de l’ordre de 300 µmol/m²/s, une
température de 250C et un niveau de PAR de 500 µmol/Photons/m²/s.

Les mesures ne sont réalisées que lorsque la conductance stomatique et l’assimilation du CO2
sont stables. Il est important de procéder au contrôle de l'étalonnage des IRGA, de l’efficacité
des pièges et de l’étanchéité du système avant toute mesure.
Les variables mesurées liées aux teneurs en CO2 et H2O, aux températures et aux intensités
lumineuses sont enregistrées dans l’appareil qui est piloté par une interface logicielle
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Fig. 26. Appareil Li-Cor 6400 (U.S.A.) utilisé pour les mesures des échanges gazeux chez les
plantules du lentisque et celles du pistachier de l’Atlas.

7.2. Imagerie fonctionnelle : Microscopie Confocale à Balayage Laser (LS-CM)

Le lentisque est une espèce adaptée aux conditions de salinité malgré l’absence d’organes
d’excrétion du sel. Le sodium (Na+) est l’un des éléments chimiques le plus néfaste pour la
cellule surtout lorsqu’il est concentré dans le cytoplasme. Nous nous sommes intéressés à la
recherche de la localisation (compartimentation) de cet ion dans les tissus foliaires. Pour cela,
des plantules âgées de 10 mois issues du même lot que celui utilisé pour les échanges gazeux
sont arrosées avec une solution saline à 600 mM NaCl (équivalent à l’eau de mer) pendant 10
jours à raison d’un seul arrosage chaque 2 jours. A la fin du stress salin, 3 coupes très fines de
feuilles par plantule sont réalisées puis incubées pendant 10 heures, à l’abri de la lumière dans
une solution contenant:

- 132µl de l’ionophore SBFI (Tetraammonium salt) dont la solution stock est 1mg dans
1ml de DMSO.

- 16 µl de Pluronic F-127 (solution stock : 1g pluronic dans 50 ml DMSO).
- 1852 µl tampon HEPES (DMSO) (pH= 7.5).

Ces coupes sont abondamment rincées, puis montées dans une goute de DMSO, entre lame et
lamelle et observées au microscope confocal (LSM 710, ZEISS, Objectif inversé,
grossissements oculaires = 10x23, grossissements objectifs = 10x, 20x, 40x, 63x et 100x) de
l’université de Provence (Fig. 27). La raie d’excitation laser est de 480 nm et le signal
d’émission de la fluorescence de l’ionophore est de 515 nm. Les images en mode LSM sont
analysées par déconvolution des différents spectres d’émission : autofluorescence et
fluorescence spécifique de l’ionophore.
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Fig. 27. Microscope Confocal de l’université de Provence (LSM 710, ZEISS) utilisé pour
l’imagerie fonctionnelle.

8. Traitement statistique des données

L’analyse de la variance des données morpho-anatomiques, phytochimiques et celles des
échanges gazeux est faite par une ANOVA à un ou à deux facteurs selon le cas. Le test de
Newman-Keuls (HSD) est utilisé pour tester la significativité de la différence entre les
moyennes en fonction du ou des facteur(s) étudié(s).

Les données obtenues à l’aube ont été analysées par une ANOVA. Le test de Turkey HSD
(Honestly Significant Differences) a été utilisé pour tester la significativité des différences du
ratio de fluorescence Fv/Fm, les teneurs en pigments et le potentiel hydrique entre le sexe,
populations, sites et les saisons. Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide d’un
logiciel statistique R (R development Core Team, 2009) en utilisant le package “agricolae”
(De Mendiburu, 2010).

Les données des cinétiques de la lumière ont été ajustées par des fonctions exponentielles et
racine carrée. Avant les analyses statistiques, les fonctions exponentielles du rendement
quantique actuel et de coefficient du quenching photochimique ont été alors ajustées par des
régressions linéaires en utilisant des données transformées sous forme logarithmiques (en
Log).

Dans le cas du coefficient de quenching non photochimique, les données sont transformées en
carrée. Ainsi, l’analyse de la covariance (ANCOVA), en utilisant les intensités lumineuses
comme covariable a été utilisée, pour comparer, les allures entre le sexe et les sites pour
chaque saison et les significativités des différences du rendement quantique, quenching
photochimique et non photochimique ont été déterminées à l’aide d’un test de Tukey. Les
ajustements des courbes et les analyses statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel
Statgraphics Centurion XV.
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L’Analyse en Composantes Principales (A.C.P.) est réalisée en vue de mettre en évidence la
distribution spatiale des individus en fonction de leurs affinités avec les composés
phytochimiques mais aussi de dégager les marqueurs les plus corrélés aux facteurs étudiés.
Cette analyse est réalisée à l’aide d’un logiciel R (R development Core Team, 2009) en
utilisant le package "ade4" (Dray et al., 2007).
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Résumé - Trois populations algériennes de P. atlantica (sujets femelles) ont été étudiées dans
le but de caractériser leur variabilité infraspécifique par le biais des paramètres morpho-
anatomique et terpénique. Ces populations sont échantillonnées le long d’un gradient d’aridité
croissante allant des régions subhumides jusqu’au Sahara central Ouest.
Comme mis en évidence par la microscopie électronique, les poils en touffes ont été trouvés
uniquement sur les feuilles des plantules du site de faible aridité en tant que trait
populationnel spécifique, préservé également après germination des semences. Soumis aux
mêmes conditions de culture, les plantules de la station la plus aride montrent une densité
moyenne de poils glanduleux trois fois plus élevée comparée à la station la moins aride.
L’augmentation de l’aridité entraine une réduction de la taille des feuilles avec une
augmentation de leur épaisseur. L’épaisseur du parenchyme palissadique qui augmente aussi
avec l’aridité est le meilleur paramètre discriminant les trois populations de P. atlantica.
L’analyse terpénique faite au CG-MS révèle la présence de 65 composés. Les composés
majoritaires identifiés dans les feuilles récoltées dans le site le moins aride sont : spathulenol
(23 µg g-1 MS), α-pinene (10 µg g-1 MS), verbenone (7 µg g-1 MS) et le β-pinene (6 µg g-1

MS); spathulenol (73 µg g-1 MS), α-pinene (25 µg g-1 MS), β-pinene (18 µg g-1 MS) et γ-
amorphene (16 µg g-1 MS) chez celles récoltées dans le site de moyenne aridité et enfin le
spathulenol (114 µg g-1 MS), α-pinene (49 µg g-1 MS), germacrene D (29 µg g-1 MS) et le
camphene (23 µg g-1 MS) sont majoritaires dans les feuilles du site le plus aride. Les contenus
en terpènes augmentent avec le degré d’aridité: les valeurs moyennes les plus élevées de
monoterpènes (136 µg g-1 MS), sesquiterpènes (290 µg g-1 MS) et le total des terpènes (427
µg g-1 MS) sont caractéristiques du site le plus aride et sont, respectivement, 3-, 5- et 4-fois
plus élevées comparé au site le mois aride. Le spathulenol et l’α-pinene peuvent être
considérés des marqueurs chimiques d’aridité. L’aridité met aussi en évidence d’autres
marqueurs tels δ-cadinene et β-copaene présents en faibles concentrations. Les rôles

1. Inter-population variability of leaf morpho-anatomical and terpenoid

patterns of Pistacia atlantica Desf. ssp. atlantica growing along an aridity

gradient in Algeria.
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fonctionnels des terpènes présents dans les feuilles de P. atlantica et leur biosynthèse sont
discutés en mettant l’accent sur les mécanismes de résistance des plantes à la sécheresse.
Mots-clés: Pistacia atlantica, monoterpenes, sesquiterpenes, anatomie, morphologie, aridité.

Abstract - Three Algerian populations of female Pistacia atlantica shrubs were investigated
in order to check whether their terpenoid contents and morphoanatomical parameters may
characterize the infraspecific variability. The populations were sampled along a gradient of
increasing aridity from the Atlas mountains into the northwestern Central Sahara.

As evidenced by Scanning Electron Microscopy, tufted hairs could be found only on seedling
leaves from the low aridity site as a population-specific trait preserved also in culture. Under
common garden cultivation seedlings of the high aridity site showed a three times higher
density of glandular trichomes compared to the low aridity site. Increased aridity resulted also
in reduction of leaf sizes while their thickness increased. Palisade parenchyma thickness also
increases with aridity, being the best variable that discriminates the three populations of P.
atlantica.

Analysis of terpenoids from the leaves carried out by GC-MS reveals the presence of 65
compounds. The major compounds identified were spathulenol (23 µg g-1 dw), α-pinene (10
µg g-1 dw), verbenone (7 µg g-1 dw) and β-pinene (6 µg g-1 dw) in leaves from the low aridity
site; spathulenol (73 µg g-1 dw), α-pinene (25 µg g-1 dw), β-pinene (18 µg g-1 dw) and γ-
amorphene (16 µg g-1 dw) in those from medium aridity and spathulenol (114 µg g-1 dw), α-
pinene (49 µg g-1 dw), germacrene D (29 µg g-1 dw) and camphene (23 µg g-1 dw) in leaves
from the high aridity site. Terpene concentrations increased with the degree of aridity: the
highest mean concentration of monoterpenes (136 µg g-1 dw), sesquiterpenes (290 µg g-1 dw)
and total terpenes (427 µg g-1 dw) were observed in the highest arid site and are, respectively,
3-, 5- and 4-fold higher compared to the lower arid site. Spathulenol and α-pinene can be
taken chemical markers of aridity. Drought discriminating compounds in low, but detectable
concentrations are δ-cadinene and β-copaene. The functional roles of the terpenoids found in
P. atlantica leaves and principles of their biosynthesis are discussed with emphasis on the
mechanisms of plant resistance to drought conditions.

Keywords: Pistacia atlantica, monoterpenes, sesquiterpenes, anatomy, morphology, aridity.

1.1. Introduction

Plants respond to environmental variations, particularly to water availability through
morphological, anatomical and biochemical adjustments that help them cope with such
variations (Lukovic et al., 2009). Plants are adapted to drought stress by developing
xeromorphic characters based mainly on reduction of leaf size (Trubat et al., 2006) and
increase in thickness of cell walls, a more dense vascular system, greater density of stomata
and an increased development of palisade tissue at the expense of the spongy tissue (Bussotti
et al., 2002; Bacelar et al., 2006; Syros et al., 2006).
Terpenes are one of the most diverse family of chemical compounds found in plant kingdom
and they exhibit several roles in plant defense and communication (Kirby and Keasling,
2009). In response to drought conditions, significant changes of terpene emissions were
shown in many Mediterranean species (Ormeño et al., 2007a; Lavoir et al., 2009). Similar
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results were reported regarding the occurrence of terpenic components from Erica multiflora
and Globularia alypum (Llusià et al., 2009). It has been shown also that monoterpenes and
sesquiterpenes have a role in protecting plants from thermal damage (Peñuelas and Llusià,
2002; Loreto et al., 2004; Llusià et al., 2005; Peñuelas et al., 2005). Terpenes are recognized
as being relatively stable and also as precursors of numerous potential physiological
components including growth regulators (Byrd et al., 1999). Another property of these
compounds is their great variability in time and depending on the geographic distribution of
species as shown by many studies in literature Lang, 1994; Staudt et al., 2000; Hillig, 2004;
Smelcerovic et al., 2007). As a result, many studies relate terpenic constituents with plant
systematic and population issues (Adams, 1999; Naydenov et al., 2006).

The genus Pistacia (Anacardiaceae) consists of at least eleven dioecious species (Zohary,
1952; Kokwaro and Gillett, 1980) that all intensely produce terpenes. There are three wild
Pistacia species in Algeria: P. atlantica Desf. ssp. atlantica which exhibits high
morphological variability (Belhadj et al., 2008), P lentiscus L. and less frequently P.
terebinthus L. Pistacia atlantica Defs. is considered to be an Irano-Turanian species which is
distributed from south-west Asia to north-west Africa (Zohary, 1952). In Algeria, it occurs in
the wild from sub-humid environments to extreme Sahara sites (Monjauze, 1967; Quézel and
Médail, 2003; Benhassaini et al., 2007). As a thermophilous xerophyte P. atlantica grows in
dry stony or rocky hill sides, edges of field, roadsides, near the base of dry stone walls and
other similar habitats (Tzakou et al., 2007). The species grows well on clay or silty soils,
although it can thrive also on calcareous rocks where roots develop inside cracks. Hence, P.
atlantica has a wide ecological plasticity as also shown by Belhadj et al. (2007) through leaf
epidermis analysis. For all these reasons, P. atlantica is used in re-planting projects in Algeria
but only few studies are carried out on the infraspecific variability of this plant.
Regarding the phytochemistry of P. atlantica, essential oils from samples harvested in Greece
(Tzakou et al., 2007) and Morocco (Barrero et al., 2005) were described. Recently also a
study was published describing essential oils and their biological properties from P. atlantica
harvested in Algeria (Gourine et al., 2009). However, to the best of our knowledge, there is
no detailed study on the relationship between the phytochemistry of P. atlantica and its
ecological conditions of growth.

The aim of this work is to investigate the intraspecific diversity of three populations of P.
atlantica growing wild in arid zones of Algeria through terpenoid analysis and leaf
morphoanatomical traits. We also examined the possible links that may exist between plant
chemical composition and aridity conditions of these three locations.

1.2. Material and methods

1.2.1. Sampling sites

Pistacia atlantica Desf. ssp. atlantica was harvested in June 2008 from three Algerian sites
chosen along a Northeast-Southwest transect of increasing aridity: Oued-Besbes (Medea)-
Low aridity, Tilghemt (Laghouat)-Medium aridity and Beni-Ouniff (Bechar)-High aridity
(Fig. 28).

Specimens were deposited at the herbarium of the University of Provence Marseille and
referred as Mar-PA1-2008; Mar-PA2-2008; Mar-PA3-2008 for the locations of Medea,
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Laghouat and Bechar, respectively. Ecological factors of samplings sites are described in
Tab. 2.

For all the sites, sampling was carried out during fructification stage in order to take into
account the phenological shift due to local climatic conditions. Ten healthy female individuals
with the same age were chosen per site. Plants density and soil conditions were similar for the
different sites.

Fig. 29: Geographical location of the investigated P. atlantica populations. Sites

1.2.2. Leaf morphology and anatomy

From each of the three locations, ten female trees were selected and thirty leaves fully sun
exposed were harvested per tree. Once harvested, these leaves were carefully dried and kept
in herbarium prior to biometric measurements: leaf length and width, petiole length, rachis
length and the terminal leaflet length and width.
For anatomical parameters, cross sections were prepared across the middle part of three fresh
leaflets per leaf, stained with carmino-green, and thickness measured using light microscopy
of abaxial and adaxial epidermis, cuticle, palisade and spongy parenchyma and total leaflet.
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Tab. 1B. Ecological factors of the Pistacia atlantica collection sites, selected to define the
aridity gradient.

Site
Mean annual
precipitation
(mm)

Maximal
temperature
M (°C) of the
driest month

Drought duration
in months
(Bagnouls and
Gaussen, 1953)

Emberger
Q2*

Latitude Elevation
(m)

Medea
Low aridity 393.10 31.00 4 35.5 36°11’-36°22’ North

3°00’-3°10’ East 720

Laghouat
Medium aridity 116.60 39.40 10

8.5 28°00’ North
3°00’ East 780

Bechar
High aridity 57.70 40.70 12 5.9 31°38’-32°03’ North

1°13’-2°13’ West 790

*Emberger’s pluviothermic quotient

1.2.3. Scanning Electron Microscopy (SEM) of seedling leaves

Seeds were collected in August 2008 at Medea and Bechar sites. After germination the
seedlings were transplanted in pots filled with peat and sand, then kept in a growth chamber at
constant temperature of 25°C.  The photoperiod was set at 11/13h and the light irradiance was
500 µmol photons m-2 s-1. After 11 months of culture eight plants from each location were
randomly selected, then three leaves per plant were harvested and carefully dried prior to
SEM observations. Micromorphological observations were carried out on three leaflet
samples (adaxial and abaxial surfaces) per leaf. These were gold coated before scanning
through an electronic microscope:  FEI XL30 ESEM (U.S.A).

1.2.4. Terpenoids extraction

Mature and sun exposed leaves were harvested in the field, dried in dark at ambient air
temperature conditions until constant weight, then, 100 g per tree were grounded and stored
until use. Shade-dried method has no significant effect on the qualitative composition of
volatile oils compared to fresh, sun-drying and oven-drying at 40 or 45°C (Omidbaigi et al.,
2004; Sefidkon et al., 2006; Ashafa et al., 2008). The extraction method used consisted of
suspending leaf dry matter in dichloromethane according to a ratio of 1:2 w/v, for 30 min,
under constant shaking at room temperature. 50 µl of dodecane (5 mg ml-1) were added as
internal standard for quantification.

1.2.5. Quantitative and qualitative analysis of terpenoids

Extracts were filtered on RC syringe filter (regenerated Cellulose, 0.45 µm, 25 mm;
Phenomenex, Le Pecq, France) then analyzed with a gas chromatograph Hewlett Packard®

GC 6890 coupled to a mass selective detector 5973 Network. The system was fitted with an
HP-5MS capillary column 30 m, 0.25 mm, 0.25 µm. 2 µl of extracts was injected through an
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automatic injector ALS 7683 in splitless mode. Purge was set at 50 min ml-1 after 1 min.
Injection temperature was maintained at 250°C. Helium was used as carrier gas. A constant
flow rate of 1 ml min-1 was set throughout the run. The oven temperature initially set at 40°C
was increased to 270°C at a rate of 4°C min-1 and remained constant for 5 min. The MSD
transfer line heater was maintained at 280°C.
Terpenes were identified by comparison of their arithmetic index (AI) and mass spectra with
those obtained from authentic samples and literature (Adams, 2007).

1.2.6. Statistic analysis

The data were analyzed by a one-way ANOVA model. Newman-Keuls test was used to test
for significant differences in monoterpenes, sesquiterpenes, total terpenes concentrations and
morphoanatomical measurements between the three populations. In order to evaluate the
information contained in the collected chemical data, Principal Component Analysis was
carried out. The statistical analyses were performed using R statistical software and packages
"ade4".

1.3. Results

1.3.1. Morphoanatomical measurements

Among the biometric parameters studied it appears that leaf length and width as well as
terminal leaflet length and width highly statistically discriminate the three populations of P.
atlantica (Tab. 2). The population from the most arid site shows the lowest leaf and terminal
leaflet sizes. However the number of leaflets pairs increases with aridity. Regarding the
anatomical data, the thickness of palisade parenchyma is the major discriminating variable
and it increases with aridity (Tab. 3).

1.3.2. SEM observations

The epidermis of seedling leaves has markedly sinuous walls in both Medea and Bechar
populations. Abaxial and adaxial leaf surfaces of each population are covered with two types
of trichomes, elongated hairs and glandular trichomes. The former are essentially located at
midrib of the adaxial leaf surface (Fig. 29, A) and at the rachis forming parallel rows (Fig. 29,
B). The latter (Fig. 29, C) are distributed over the entire leaf surface (essentially at the abaxial
surface) with high density (18.31±0.29 mm-²) in plants that seeds were sampled from the
population of the most arid site (Bechar). Trichome density of the plants raised from seeds
sampled from the population that grows under less arid conditions (Medea) was 6.15±0.21
mm-2 when both seedling lots were cultivated in the same environment (Fig. 29, D-E). The
Medea population could further be discriminated by the presence of tufted hairs which never
were observed in the Bechar population on P. atlantica, neither in seedlings nor in adult
plants (Fig. 29, F).
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Tab. 2. Morphological data (cm) of female P. atlantica ssp. atlantica leaves from low,
medium and high aridity sites in Algeria. Mean of 30 measurements per tree with standard
errors.

Leaf biometry (cm) Low aridity site
(Medea)

Medium aridity site
(Laghouat)

High aridity site
(Bechar)

p

Leaf length 9.63  0.19 a 9.17  0.17 b 8.92  0.18 c <0.001
Leaf width 7.61  0.16 a 7.16  0.14 b 6.65  0.17 c <0.001
Rachis length 4.09  0.10 a 3.78  0.07 b 3.72  0.08 b <0.001
Petiole length 2.13  0.04 2.11  0.05 2.05  0.06 >0.05
Terminal leaflet length 3.41  0.03 a 3 .29  0.03 b 3.14  0.02 c <0.001
Terminal leaflet width 1.58  0.03 a 1.49  0.01 b 1.45  0.02 c <0.001
Number of leaflet pairs 3.09  0.07 b 3.12  0.08 b 3.26  0.10 a <0.05

Tab. 3. Anatomical data (µm) of female P. atlantica ssp. atlantica leaves from low, medium
and high aridity sites in Algeria. Mean of 30 measurements per plant (3 replicates per leaf)
with standard errors.

Leaf anatomy (µm) Low aridity site
(Medea)

Medium aridity site
(Laghouat)

High aridity site
(Bechar)

P

Abaxial cuticle 4.98  0.08 b 5.99  0.12 a 6.08  0.13 a <0.001
Adaxial cuticle 4.32  0.06 b 4.88  0.16 a 4.91  0.12 a <0.01
Abaxial epidermis 12.70  0.18 b 12.69  0.18 b 14.07  0.20 a <0.001
Adaxial epidermis 13.26  0.16 b 13.30  0.14 b 13.45  0.18 a <0.05
Palisade parenchyma 64.66  1.5 c 72.77  1.38 b 95.76  1.42 a <0.001
Spongy parenchyma 98.67  1.64 102.45  1.81 106.34  1.86 >0.05
Leaf thickness 198.53  2.78 c 212.08  2.97 b 240.61  3.51 a <0.001

1.3.3. Terpenoid analysis

P. atlantica leaves contain forty nine compounds identified (Tab. 4). Among these, twenty
two were monoterpenes (8 hydrocarbons and 14 oxygenated) and twenty five were
sesquiterpenes (16 hydrocarbons and 9 oxygenated). In the high aridity site, the major
compounds identified were spathulenol (114 µg g-1 dw), α-pinene (49 µg g-1 dw), germacrene
D (29 µg g-1 dw) and camphene (23 µg g-1 dw) while from the low aridity site spathulenol (23
µg g-1 dw), α-pinene (10 µg g-1 dw), verbenone (7 µg g-1 dw) and β-pinene (6 µg g-1 dw) were
the dominant constituents. For the medium aridity site situated between these two extreme
conditions of aridity, spathulenol (73 µg g-1 dw), α-pinene (25 µg g-1 dw), β-pinene (18 µg g-1

dw) and γ-amorphene (16 µg g-1 dw) were the main terpenes found.

The quantitative analysis showed significant differences in both monoterpene, sesquiterpene
and total terpene concentrations of the P. atlantica leaves according to the sites investigated
(Fig. 30). Three distinct groups were obtained (Newman-Keuls test, 5% level). Terpene
concentrations increase with the degree of aridity. The highest mean concentrations of
monoterpenes (136 µg g-1 dw), sesquiterpenes (290 µg g-1 dw) and total terpenes (427 µg g-1

dw) were observed in the high aridity site, whereas these figures were: 57 µg g-1 dw, 57 µg g-1

dw and 113 µg g-1 dw, respectively, at the low aridity site.
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Fig. 29. Scanning electron micrographs showing epidermis and trichomes of P. atlantica
seedling leaves. - Midrib of adaxial leaf surface, covered by elongated trichomes (A). Bar =
200µm. - Elongated trichomes in parallel rows (B). Bar=10µm. – Glandular trichome (C).
Bar= 20 µm. - Low density of glandular trichomes in Medea population (D) compared to
Bechar population (E). Bar = 500µm. - Tufted hairs at the adaxial leaf surface in Medea
population (F). Bar= 50µm.
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Tab. 4. Concentrations of terpenoids (µg g-1 dw) found in female Pistacia atlantica ssp.
atlantica leaves from low, medium and high aridity sites in Algeria. Mean of 10 extractions
per site with standard errors.

Group
Compounds AI

Compound content in leaves (µg g-1 dw)
and location
Low
aridity

Medium
aridity

High
aridity

P

Hydrocarbon
monoterpenes

1 tricyclene 914 1.2±0.2 b 2.4±0.4 b 8.7±0.5 a <0.001
2 α-pinene 926 10.0±0.4 c 24.5±0.8 b 49.4±1.0 a <0.001
3 camphene 941 3.1±0.5 b 5.5±0.9 b 23.2±1.1 a <0.001
4 thuja-2,4(10)-diene 948 1.0±0.1 a 0.6±0.0 b - <0.001
5 β-pinene 971 6.5±2.3 b 18.1±0.9 a 12.6±0.7 ab <0.001
6 mentha-1,3,5-triene, p- 1007 0.7±0.1 a 0.1±0.0 b - <0.001
7 cymene, p- 1023 0.7±0.1 b 1.9±0.2 a 0.2±0.0 b <0.001
8 γ-terpinene 1058 0.6±0.3 ab 1.6±0.3 a 0.3±0.0 b <0.001

Oxygenated
monoterpenes

9 sabinene hydrate, cis- (IPP
vs OH) 1067 0.4±0.2 b 1.6±0.3 a 0.2±0.0 b <0.001

10 NI 1088 0.6±0.1 a 0.5±0.0 a 0.2±0.0 b <0.001
11 sabinene hydrate, trans-

(IPP vs OH) 1098 0.6±0.2 b 1.5±0.2 a 0.1±0.0 b <0.001
12 NI 1101 5.8±1.5 3.9±0.5 4.9±0.4 >0.05
13 α-campholenic aldehyde 1125 1.9±0.4 2.1±0.3 1.9±0.3 >0.05
14 nopinone 1133 0.3±0.1 - - <0.05
15 pinocarveol, trans- 1138 1.8±0.4 ab 1.5±0.1 b 3.2±0.4 a <0.01
16 verbenol, trans- 1146 6.0±1.6 3.9±0.6 6.1±0.8 >0.05
17 3-pinocarvone, trans- 1157 1.2±0.4 ab 1.9±0.4 a - <0.001
18 pinocarvone 1161 0.8±0.1 b 0.7±0.1 ab 1.2±0.2 a <0.05
19 terpinen-4-ol 1177 1.3±0.3 b 3.8±0.4 a 1.3±0.2 b <0.001
20 myrtenal 1194 0.4±0.2 b 0.6±0.2 b 1.4±0.2 a <0.001
21 myrtenol 1197 1.4±0.3 1.9±0.4 1.5±0.2 >0.05
22 verbenone 1208 7.0±1.7 3.9±0.7 5.1±0.9 >0.05
23 carveol, trans 1221 0.8±0.2 b 0.4±0.1 ab 0.9±0.1 a <0.05
24 borneol, iso-, acetate 1285 2.6±0.5 b 3.9±0.4 b 13.9±0.7 a <0.001

Hydrocarbon
sesquiterpenes

25 δ-elemene 1337 1.4±0.6 b 14.0±3.7 a 22.0±1.8 a <0.001
26 α-cubebene 1349 0.3±0.0 b 0.7±0.2 b 1.5±0.2 a <0.001
27 α-copaene 1375 0.2±0.0 b 0.5±0.1 ab 1.0±0.1 a <0.001
28 β-bourbonene 1383 0.9±0.2 1.2±0.2 0.8±0.2 >0.05
29 β-cubebene 1389 0.2±0.0 b 0.5±0.1 ab 0.8±0.1 a <0.001
30 β-elemene 1392 0.1±0.0 b 0.5±0.1 ab 0.8±0.2 a <0.001
31 β-ylangene 1418 1.6±0.2 b 9.0±1.3 a 7.2±0.9 a <0.001
32 β-copaene 1429 0.5±0.1 b 1.2±0.1 b 3.8±0.6 a <0.001
33 γ-elemene 1433 0.5±0.0 b 2.6±0.8 b 7.4±0.9 a <0.001
34 Guaia-6,9-diene 1438 0.3±0.1 b 2.0±0.2 a 1.9±0.4 a <0.001
35 NI 1444 0.1±0.0 b 0.6±0.1 b 1.3±0.2 a <0.001
36 NI 1453 0.2±0.1 b 1.4±0.3 a 2.2±0.3 a <0.001
37 caryophyllene, 9-epi- 1461 0.8±0.2 b 4.0±0.6 a 3.8±0.3 a <0.001
38 NI 1470 0.8±0.4 0.4±0.0 1.1±0.1 >0.05
39 germacrene D 1482 3.0±0.4 b 5.2±1.0 b 29.0±2.9 a <0.001
40 γ-amorphene 1496 1.8±0.6 b 15.5±2.8 a 20.5±2.2 a <0.001
41 α-muurolene 1501 0.3±0.0 b 3.7±0.4 a 0.9±0.1 b <0.001
42 γ-cadinene 1515 0.3±0.0 b 0.7±0.1 b 2.0±0.3 a <0.001
43 δ-cadinene 1524 1.0±0.1 b 2.0±0.2 b 4.9±0.6 a <0.001
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Oxygenated
sesquiterpenes

44 cubebol 1518 1.1±0.1 b 1.2±0.1 ab 1.7±0.1 a <0.01
45 NI 1527 0.7±0.4 1.4±0.2 1.6±0.3 >0.05
46 elemol 1552 0.7±0.1 b 2.1±0.6 b 5.8±0.9 a <0.001
47 NI 1557 1.0±0.2 b 2.0±0.6 ab 3.1±0.7 a <0.05
48 NI 1568 0.4±0.0 0.5±0.2 0.8±0.2 >0.05
49 spathulenol 1581 23.2±1.1c 72.9±1.9 b 114.4±2.2 a <0.001
50 NI 1586 3.5±0.8 b 10.1±0.6 a 3.4±0.3 b <0.001
51 NI 1590 0.4±0.1 b 1.2±0.3 ab 2.4±0.5 a <0.01
52 salvial-4(14)-en-1-one 1595 0.8±0.1 b 1.5±0.2 ab 2.4±0.3 a <0.001
53 NI 1609 0.6±0.2 b 1.1±0.2 ab 1.9±0.5 a <0.05
54 NI 1615 1.4±0.2 b 2.8±0.3 b 5.1±0.8 a <0.001
55 NI 1620 0.7±0.2 1.0±0.5 0.8±0.1 >0.05
56 germacrene D-4-ol 1623 0.3±0.0 b 0.8±0.2 b 2.1±0.3 a <0.001
57 γ-eudesmol 1634 0.2±0.0 b 0.7±0.1 b 1.3±0.2 a <0.001
58 NI 1641 1.4±0.3 b 9.5±1.2 a 12.8±1.3 a <0.001
59 -muurolol 1645 0.3±0.1 b 1.1±0.1 ab 1.6±0.3 a <0.001
60 cedr-8(15)-en-10-

ol 1650 0.5±0.1 b 1.3±0.3 ab 2.7±0.4 a <0.001
61 β-eudesmol 1653 0.4±0.0 b 2.0±0.3 b 4.7±0.5 a <0.001
62 NI 1657 2.0±0.2 b 3.7±0.8 b 10.2±1.3 a <0.001
63 NI 1677 0.7±0.3 b 2.3±0.3 a 0.7±0.1 a <0.001

Others 64 hex-3-en-1-ol
benzoate, (Z)-

1572 tr 0.5±0.1 1.0±0.1

65 actinolide,
dihydro- 1530 2.0±0.3 2.8±0.3 2.3±0.1

NI : Non Identified, AI : Arithmetic Index of Adams (2007) calculated with the formula of Van den
Dool and Kratz (1963), tr: trace

Fig. 30. Variance analysis of monoterpene, sesquiterpene and total terpene contents found in
female Pistacia atlantica ssp. atlantica leaves from low, medium and high aridity sites in
Algeria. Means of n=10 with standard errors, p < 0.05.
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Multivariate analysis was applied to the terpenoid contents of 30 solvent extracts. Fig. 31
shows the two-dimensional mapping of the Principal Component Analysis which comprises
77% of the total inertia. Axis 1 represents 62% of the information and is characterized on the
positive side by thuja-2,4(10)-diene and on the negative side by a couple of compounds,
essentially tricyclene, -pinene, camphene, isoborneol acetate, β-cubebene, β-copaene,
germacrene D, δ-cadinene and spathulenol. Axis 2 representing 15% of the information is
characterized on the negative side by β-pinene and terpinen-4-ol.

Axis 1

tricyclene

α-pinene

thuja-2,4(10)-diene

β-pinene
terpinen-4-ol

β-cubebene

β-copaene

germacrene D
δ-cadinene

spathulenol

Axis 2

camphene
borneol, iso-, acetate

0.0 0.5-0.5 1.0-1.0

-0
.5

1.
0

62%

15%

-1
.0

0.
5

Fig. 31. Correlation of occurrences of terpenoid compounds (µg g-1 dw) from female Pistacia
atlantica ssp. atlantica leaves from low, medium and high aridity sites in Algeria; shown are
only those terpenoids among which high correlation could be found.

Positions of the individual samples from leaf extractions in the two-axes space show an
overall homogeneity between leaf extracts belonging to the same study site (Fig. 32). Three
main groups which are characterized by the geographical provenances can be distinguished.
The first group is situated on the positive side of Axis 1 and includes samples from
individuals of the low aridity site. The second group is located on the negative side of Axis 1
and includes all individuals of the high aridity site. The third group situated on the negative
side of Axis 2, between the points related to samples from the two extreme sites, includes in
the majority samples from individuals of the medium aridity site. These three groups are
clearly separated along Axis 1 which can be interpreted as indicating the aridity gradient. The
most discriminating variables encompass -pinene, spathulenol, δ-cadinene and β-copaene.
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Fig. 32. Two dimensional PCA of Pistacia atlantica ssp. atlantica individual samples
originating from low (la), medium (ma) and high (ha) aridity sites in Algeria.

1.4. Discussion

Increase of epidermis, cuticle, palisade parenchyma and total leaf thickness with the degree of
aridity may enhance survival and growth of P. atlantica by improving water relations and
providing higher protection for the inner tissues in the high aridity site. Such patterns were
observed in many species submitted to water stress (e.g., Bussotti et al., 2002; Bacelar et al.,
2006; Guerfel et al., 2009). Also, a pronounced decrease of leaf size reduces transpiration in
sites where water is scarce, as also reported for other plants (Huang et al., 2009; Macek et al.,
2009). The high morphoanatomical plasticity of Pistacia atlantica in response to aridity may
explain its wide ecological distribution in northern Africa. Trichomes are considered as
important taxonomic characters (Krak and Mraz, 2008; Salmaki et al., 2009; Shaheen et al.,
2009). The absence of tufted hairs in Bechar population suggests the existence of genetic
differences between the populations studied.

Regarding the phytochemistry of P. atlantica, no data were reported before on extractable
terpenoids composition of the Pistacia leaves. However, qualitative and quantitative analyses
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of essential oils from leaves of P. atlantica were reported by several authors. Oils from
female plants originating from Greece contained myrcene (17.8-24.8%), sabinene (7.8-5.2%)
and terpinene (6-11.6%) as major components (Tzakou et al., 2007).

Some compounds found in our samples like γ-amorphene, p-mentha-1,3,5-triene, cis- and
trans-sabinene hydrate, α-campholenic aldehyde, trans-verbenol, myrtenal, myrtenol,
verbenone, α-muurolene and spathulenol were not found in leaves of P. atlantica from
Greece. A provenance from Morocco the sex of which was not specified was rich in terpinen-
4-ol (21.7%) and elemol (20.0%) (Barrero et al., 2005). These compounds were found in
small amounts (less than 1.1%) also in our samples. Recently, Gourine et al. (2009) have
identified 31 compounds from samples harvested at Laghouat with β-pinene (19.1%), α-
terpineol (12.8%), bicyclogermacrene (8.2%) and spathulenol (9.5%) as the principal
molecules. Qualitative and quantitative differences between literature data and our results
may be explained by such factors as sex of the plants (Tzakou et al., 2007), period of plant
collection (Barra et al., 2007; Gardeli et al., 2008; Hussain et al., 2008), plant competition
(Ormeño et al., 2007b), position of leaves in the trees (Gambliel and Cates, 1995; Barnola et
al., 1997), soil nutrient availability (Yang et al., 2005; Ormeño et al., 2008; Blanch et al.,
2009) and water availability (Turtola et al., 2003; Blanch et al., 2009). Moreover, according
to the method of extraction used, recovering the true components of the plant in vivo still
remains a matter of debate. Indeed through hydrodistillation, thermal hydrolysis in acid
medium may be a source of artifacts in terms of the essential oil composition (Adams, 1991).

However, the chemical analysis indicated that there are significant differences between the
three populations which were analyzed by the same methods. These differences comprise
both the quantitative and the qualitative composition of the terpenoids. Spathulenol and α-
pinene are the dominant compounds that clearly discriminate quantitatively the three stations.
Although being identified in minor contents from samples of low and medium aridity stations,
thuja-2,4(10)-diene, p-mentha-1,3,5-triene, nopinone and trans-3-pinocarvone were not
registered from high arid station samples. This raises the question of the role of individual
terpenoid components in plant responses to aridity and the central issue of
phenotypic/genotypic diversity of the investigated populations.

Allelopathic proprieties of α-pinene are reported in literature. This hydrocarbon monoterpene
inhibits the radicule growth of several species, enhances root solute leakage and increases
level of malondialdehyde, proline and hydrogen peroxide indicating lipid peroxidation and
induction of oxidative stress (Singh et al., 2006). It is likely that, the high content of α-pinene
found in the leaves from the driest site may influence interspecific competition for water
resources. For all sites investigated, the understory diversity was low, composed mainly of
Ziziphus lotus. Hence, α-pinene might play direct and indirect roles in P. atlantica responses
to drought situations.

Spathulenol is an azulenic sesquiterpene alcohol that occurs in several plant essential oils
(Mevy et al., 2004; Cavar et al., 2008). Azulenes are also known as allelochemicals (Inderjit
et al., 1999). Especially their bactericidal activity has been proven as well as their function as
plant growth regulator precursors (Muir and Hansch, 1961; Konovalov, 1995). Azulene is a
polycyclic hydrocarbon, consisting of an unsaturated five member ring linked to an
unsaturated seven member ring. This molecule absorbs red light 600 nm for the first excited
state transition and UVA 330 nm light for the second excited state transition producing a dark
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blue color in aqueous medium (Tetreault et al., 1999). The high content of spathulenol found
from leaves collected in the high arid station may be interpreted as a defense mechanism
against deleterious effects of biotic interactions and UV-light during summer.

Our results are in accordance with several authors who reported increased terpene
concentrations in plants under high temperature and water stress conditions (Llusià and
Peñuelas, 1998; Loreto et al., 2004; Peñuelas et al., 2005; Llusià et al., 2009). For instance,
54 and 119 % increases of total terpene contents under drought treatment were recorded from
Pinus halepensis and Quercus ilex, respectively (Blanch et al., 2009). Because monoterpene
biosynthesis is strictly dependent on photosynthesis (López et al., 2008) the increase of their
content along with aridity suggests an involvement of specific metabolic pathways that
sustain photosynthesis in harsh environmental conditions. In our study, the high thickness of
palisade parenchyma can be mentioned in favor of this assumption. On the other hand,
monoterpenes act as plant chloroplast membrane stabilizers and protectors against free
radicals due to their lipophily and the presence of double bonds in their molecules (Peñuelas
and Llusià, 2002; Chen et al., 2009). Hence, the increase of monoterpenes may be considered
as a regulatory feed-back loop that protects photosynthesis machinery from oxidative and
thermal damages.

Glandular trichomes are one of the most common secretory structures that produce and store
essential oil in plants (Covello et al., 2007; Giuliani and Bini, 2008; Biswas et al., 2009). The
high terpenoid contents in Bechar population could be related to the high density of glandular
trichomes in this population, which would be also in accordance with other results found by
several authors (Mahmoud et al., 2004; Fridman et al., 2005; Ringer et al., 2005).

δ-cadinene and β-copaene are two compounds found in low contents (0.5-3.8 and 1-4.9 µg g-1

dw, respectively) and are similarly as spathulenol and α-pinene correlated with the increased
aridity the populations are experiencing. Except for antibacterial effects (Townsend et al.,
2005; Bakkali et al., 2008), no information is available about specific ecological roles of β-
copaene and δ-cadinene. It should be noted that they are germacrene D derivatives (Bülow
and König, 2000) which is found in high concentration in Cupressus sempervirens after long
term water stress (Yani et al., 1993). Also, the content of germacrene D from Pistacia
lentiscus was shown to increase four time during the summer season compared to spring
(Gardeli et al., 2008).

The different terpenoids can be appreciated as aridity markers characterizing the three P.
atlantica populations. It is not clear whether they are constituvely synthesized or induced by
the environmental conditions. Morphological data of leaves indicate that the three populations
significantly differ. Scanning electronic microscopy of leaves of seedlings from the high
aridity and low aridity provenances grown under controlled conditions reveals that the two
populations keep their morphological differences with respect to trichome typology and
density. Hence it is likely that the three populations investigated indeed are genetically
different. Therefore the chemical variability observed might be as well genetically based. This
should be tested in the future by submitting clones selected from the three populations to the
same conditions of drought.
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Cette étude fera objet d’un article qui sera soumis ultérieurement dans une revue à
renommée établie. Titre en anglais: Water deficit stress in Pistacia atlantica Desf.

seedlings: gas exchange and chlorophyll fluorescence analysis.

Résumé. Nous nous sommes intéressés dans ce travail aux effets du stress hydrique sur le
comportement écophysiologique des plantules du pistachier de l’Atlas. Des plantules issues
de la germination des graines en provenances de deux sites; l’un à Béchar (site plus aride) et
l’autre à Médéa (site moins aride) ont fait objet d’un stress hydrique pendant 17 jours avant de
les arroser de nouveau. Pour chaque provenance, nous avons mesuré avant, durant le stress
hydrique ainsi qu’au moment de leur résilience les paramètres suivants : Fv/Fm, ΦPSII, ETR
et qP ainsi que les paramètres des échanges gazeux à savoir ΦCO2, gs et Pn. Les plantules
originaires de la station la plus aride (Béchar) semblent être les plus résistantes au stress
hydrique comparées à celles originaires de la station la moins aride (Médéa) et dont la moitié
des individus ont flétri au milieu de la période de stress hydrique.

Le stress hydrique réduit significativement l’ensemble des paramètres de fluorescence et des
échanges gazeux étudiés pour chacune des provenances et ceci avec des degrés plus atténués
chez les populations de Médéa. La photosynthèse semble être limitée essentiellement par la
fermeture des stomates qui est l’une des stratégies efficaces d’adaptation à la sécheresse.  La
photoinhibition des appareils photosynthétiques due au stress hydrique est réversible du fait
de leur résilience rapide après arrosage ce qui constitue un indicateur d’une grande tolérance
physiologique de ces plantules à la sécheresse. Cette tolérance à la sécheresse qui est
caractéristique de l’espèce semble être un caractère transmissible et donc héréditaire.

Mots-clés: pistachier de l’Atlas, stress hydrique, échanges gazeux, fluorescence, stomates

2.1. Introduction

Les climats méditerranéens sont caractérisés par des étés secs et chauds pendant lesquels les
précipitations se font rares comme c’est le cas de certaines régions du Sahara Algérien. Le
stress hydrique est de loin le principal facteur environnemental qui limite la croissance et la
productivité des végétaux dans le monde et spécialement dans les régions semi-aride et aride
(Chaves et al., 2003; Rouhi et al., 2007; Yin et al., 2009). Il constitue l’un des principaux
enjeux des changements climatiques futurs (Ciais et al., 2005; Loreto and Centritto, 2008).

La photosynthèse est l’une des fonctions la plus sensible au stress hydrique car l’eau est un
donneur d’électrons nécessaires pour le maintient de cette fonction physiologique (Suresh et
al., 2010; Aishah et al., 2011). Elle dépend de la sévérité et de la durée de ce stress (Vadell et
Medrano, 1992).

Les effets du stress hydrique sur la photosynthèse ont été évoqués par de nombreux auteurs.
Dans l’ensemble, il y a réduction de l’activité photosynthétique des plantes qui serait due soit
à la résistance à la diffusion de CO2 par la fermeture des stomates (Haimeirong et Kubota,

2. Le stress hydrique chez les plantules de Pistacia atlantica Desf. : analyse des

échanges gazeux et de la fluorescence de la chlorophylle.

...
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2003; Lio et al., 2004; Cechin et al., 2006) ou par des altérations des processus métaboliques
(Bernacchi et al., 2002; Flexas et al., 2004; Wang et al., 2007).
La combinaison des mesures de la fluorescence chlorophyllienne et celles des échanges
gazeux est une approche indispensable pour la distinction des effets stomatiques versus non
stomatiques dans la limitation de la photosynthèse mais aussi l’estimation des principales
voies d’utilisation d’énergie, telles la photorespiration et la dissipation thermique (Valentini et
al., 1995; Flexas et al., 1999).
Pour maintenir leur survie, les végétaux ont développé des stratégies adaptatives leur
permettant de persister dans leur habitat naturel. Elles se manifestent dans un premier temps,
par des ajustements qui s’opèrent au niveau des feuilles et qui sont de premières importances
suivies par des modifications à long terme touchant l’ensemble de l’organisme (Chaves et al.,
2003; Flexas et al., 2006).

Le pistachier de l’Atlas est un arbre des régions semi-arides et arides algériens. Cette espèce
régresse d’année en année suite aux facteurs anthropiques mais aussi aux problèmes liés à sa
régénération. En outre, le peu de plantules qui échappent au pâturage sont confrontées aux
problèmes d’aridité qui les menacent d’avantage. Le comportement écophysiologique des
plantules de cette espèce à l’aridité n’a fait aucun objet d’études. Nous sommes intéressés
dans ce travail à l’étude de la réponse des plantules de cette espèce au stress hydrique induit
par omission de leur irrigation durant une période de 12 jours et ce dans le double but de
simuler les conditions d’aridité auxquelles les plantules sont confrontées in situ notamment en
saison estivale mais aussi de prévoir le comportement de ces plantules dans le cadre des
changements climatiques. Aussi, le suivi de la résilience de ces plantules au moment où l’eau
redevient disponible est d’un intérêt fondamental.

2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Germination des graines

Les graines de P. atlantica Desf. sont récoltées au mois d’Août 2008 (au stade de maturation),
dans deux sites extrêmes, Médéa et Béchar. Après un séchage à l’air libre durant 20 jours, ces
graines sont conservées au réfrigérateur (-2C0) jusqu’à leur mise à germination. Après une
scarification mécanique (couper délicatement un fragment de l’épicarpe de la partie convexe
du fruit sans toutefois abimer l’embryon pour faciliter l’imbibition de la graine), ces graines
sont mises à germer dans des boites de Pétri stérilisées à l’alcool (25 jours de germination au
mois de mars 2009). Des plantules au stade d’une seule foliole sont transplantées dans des
pots contenant du sable (2/3) et de la tourbe (1/3) et laissées accroître dans une chambre de
culture de l’université de Provence dont les conditions sont : température 25°C, le
photopériodisme fixé à 11/13h et une radiation lumineuse de 500 µmol photon m-2 s-1.

2.2.2. Stress hydrique des plantules de Pistacia atlantica

16 plantules du pistachier de l’Atlas (8 issues de la station de Médéa et 8 autres de la station
de Béchar), âgées de 11 mois et ayant pratiquement la même taille sont soigneusement
choisies. Dans la salle de culture, ces plantules ont subi un stress hydrique pendant une durée
de 17 jours. Au delà de ce stade, nous avons arrosé les plantules pour étudier leurs capacités
de résilience après un stress hydrique.
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2.2.3. Mesures des échanges gazeux et de la fluorescence chlorophyllienne

Les plantules de P. atlantica soumises au stress hydrique ont fait objet de mesures des
échanges gazeux couplées à celles de la fluorescence de la chlorophylle foliaire. Tous les
deux jours, durant toute la période de stress hydrique et pour chaque provenance, 3 mesures
par plantule de la conductance stomatique (gs), efficience réelle de l’utilisation de la lumière
(ΦPSII), rendement quantique de la réduction du CO2 (ΦCO2) et le pourcentage des centres
réactionnels des photosystèmes qui sont à l’état ouvert (qP) sont réalisées. Les mêmes
paramètres sont aussi mesurés au moment de la résilience de ces plantules.
Ces mesures sont réalisées à l’aide d’un Li-COR 6400 XT U.S.A. équipé d’une chambre de
fluorescence. Les capteurs de mesures sont deux IRGA (Infra Red Gas Analyser) affectés l’un
à l’air de référence, l’autre à l’air soumis à l’échantillon. Ces IRGA sont à proximité
immédiate avec la chambre de mesure qui se trouvent réunies dans la même pièce.

Durant les mesures, le CO2 et la température de l’air et l’humidité relative dans la chambre de
feuilles de mesures sont maintenus à 400 µmol mol-1 et 25°C et 70%, respectivement. Le
niveau de PAR est fixé à 500 µmol photon m-2 s-1.
Les mesures ne sont réalisées que lorsque la conductance stomatique et l’assimilation du CO2
sont stables. Il est important de procéder au contrôle de l'étalonnage des IRGA, de l’efficacité
des pièges et de l’étanchéité du système avant toute mesure.

2.2.4. Observation des feuilles de plantules au M.E.B.

3 feuilles par plantule et par provenance sont prélevées puis séchées en herbier. Trois folioles
par feuille sont enrobées avec de l’or, avant leur observation micromorphologique
(phytodermologique) au microscope électronique à balayage : FEI XL30 ESEM (U.S.A) de
l’université de Provence de Marseille.

2.2.5. Analyses statistiques

Les données des échanges gazeux et de la fluorescence chlorophyllienne sont analysées par
une Anova à une ou à deux variable(s). Le test de Newman-Keuls permet de tester la
significativité des différences des variables mesurées entre les deux provenances du pistachier
de l’Atlas étudiées. Ces analyses sont réalisées à l’aide d’un logiciel R (R Development Core
Team, 2009), en utilisant le package agricolae (de Mendiburu, 2010).

2.3. Résultats et Discussion

Les plantules du pistachier de l’Atlas originaires de la station de Médéa semblent être plus
sensibles au stress hydrique comparées à celles de la station la plus aride (Béchar). En effet,
au bout du 16ème jour du stress hydrique induit par omission de leur arrosage, 37% des
plantules de la première station ont visiblement flétri et leurs feuilles ont complètement séché
comparées aux plantules de la station de Béchar qui restent en totalité vivantes durant toute la
période de stress hydrique (Fig. 33).

La plupart des valeurs de la fluorescence chlorophyllienne (qP, ΦPSII, ETR et Fv/Fm) et
celles des échanges gazeux (gs et ΦCO2) sont plus élevées chez les provenances de Béchar
tout au long de la période de stress hydrique (Fig. 34 et 37).
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Fig. 33. Plantules du pistachier de l’Atlas après 16 jours de stress hydrique. A: 8 plantules
originaires de la station de Médéa dont la moitié (en flèche rouge) sont à feuilles sèches; B: 8
plantules originaires de la station de Béchar qui restent toutes vivantes.

Dans l’ensemble, il y a réduction très significative (P<0.001) des différents paramètres de
fluorescence et des échanges gazeux en fonction de la durée de stress hydrique imposé aux
plantules de chaque provenance (Tab. 6). Les effets du stress hydrique (17ème jour) sont plus
marqués chez les plantules originaires de la station de Médéa avec des taux de réduction, par
rapport au témoin; temps (0), de 95% de la photosynthèse, 68% de la conductance stomatique,
65% de ΦPSII, 86% de ΦCO2, 66% de l’ETR et enfin une réduction de 27% de Fv/Fm
comparée aux plantules issues de la station de Béchar dont les réductions sont plus faibles et
sont respectivement de  71, 38, 25, 50, 26 et de seulement de 5%. Les mêmes tendances sont
obtenues chez d’autres espèces vivants en situation de stress hydrique notamment chez des
plantules de Pistacia khinjuk et P. mutica âgées de 21 mois dont les taux de réduction sont de
l’ordre de 42% pour la photosynthèse et 75% pour la conductance stomatique. Aussi, ces
réduction sont respectivement de l’ordre de 20-50% et 13.8% chez Pseudotsuga menziesii
(Warren et al., 2004) et 40-70% et 27.6% chez Sorghum bicolor (Siti Aishah et al., 2011) en
réponse à l’aridité.

Les stomates sont des structures épidermiques qui ont un rôle important dans les échanges
gazeux et hydriques entre le milieu intérieur de la feuille et l’atmosphère (Miyashita et al.,
2005). Les plantules du pistachier de l’Atlas semblent contrôler efficacement les mouvements
de leurs stomates en les fermant aussitôt que les premiers signes du stress hydrique s’opèrent
(Fig. 34A). Toutefois, Il semblerait que les plantules en provenance de la station la plus aride
sont les plus résistantes au stress hydrique du fait de leur conductance stomatique qui décroit
lentement et dont les valeurs moyennes sont statistiquement plus élevées comparées à celles
de la station la moins aride. Ces plantules sont issues de la germination des graines en
provenance des stations extrêmes et cultivées dans les mêmes conditions de culture; les
différences observées sont donc d’origine génétique et l’adaptation à l’aridité serait par
conséquent un caractère transmissible et donc héréditaire.
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Tab. 5 : Analyse de variance (Test Anova à deux facteurs, 5%) des différents paramètres
physiologiques : Pn, gs, ETR, ΦPSII, ΦCO2, qP et Fv/Fm entre provenance, temps et
l’interaction provenance versus temps.

F P Sign.
Pn
Provenance 0.0047 0.9457
Temps 15.4161 2.2510-12 ***
Interaction 1.522 0.1789
Résiduels
gs
Provenance 17.5727 6.0710-05 ***
Temps 9.4172 3.7510-08 ***
Interaction 0.2763 0.9469
Résiduels
ETR
Provenance 51.5316 1.3710-10 ***
temps 8.4162 2.2810-07 ***
Interaction 1.5414 0.1727
Résiduels

F P Sign.
ΦPSII
Provenance 51.633 1.3310-10 ***
Temps 8.4922 1.9910-07 ***
Interaction 1.5532 0.1691
Résiduels
ΦCO2

Provenance 0.4695 0.4948
Temps 14.8373 5.3310-12 ***
Interaction 1.791 0.1087
Résiduels
qP
Provenance 52.9573 8.5410-11 ***
Temps 6.8371 4.4210-06 ***
Interaction 2.0723 0.0633
Résiduels

Le control stomatique qui est courant chez de nombreuses espèces semble être un mécanisme
très efficace pour économiser l’eau intracellulaire de la feuille (Flexas et Medrano, 2002;
Gallé et al., 2007). Toutefois, en fermant ses stomates, il y a réduction de la quantité de CO2
disponibles dans les sites de carboxylation ce qui limite la photosynthèse (Dias et Brüggeman,
2010). La limitation stomatique de la photosynthèse comme cela est démontré par des allures
identiques entre chacune de Pn (Fig. 34B) et ΦCO2 (Fig. 34C) avec la conductance
stomatique (Fig. 34A) fut aussi décrite chez d’autres plantules en réponse au stress hydrique
auxquelles elles sont confrontées notamment chez Pistacia mutica et P. khinjuk
(Ranjbarfordoei et al., 2000), sis espèces d’Eucalyptus (Merchant et al., 2007), Mangifera
indica (Elsheery et Cao, 2008), Incarvillea delavayi (Cai et al., 2010), Nicotiana sylvestris
(Galle et al., 2010), Elaeis guineensis Jacq (Suresh et al., 2010), Olea europaea (Boughalleb
et Hajlaoui, 2011), Solanum lycopersicum (Galmés et al., 2011) ou chez P. lentiscus (Galmés
et al., 2011).

Parmi les caractères stomatiques, la densité stomatique est l’un des paramètres
écophysiologiques qui affecte le plus les échanges gazeux (Fu et al., 2011). Elle semble être
dépendante de plusieurs facteurs notamment par le stress hydrique (Bosabalidis et Kofidis,
2002). L’analyse phytodermologique révèle des stomates très denses (148 stomates/mm²)
chez les plantules de populations de Béchar comparées à celle de Médéa (81 stomates/mm²)
(Fig. 35). Des résultats similaires sont enregistrés chez d’autres populations algériennes in
situ suivant un gradient d’aridité croissante (Ait Said et al., 2003) ou chez Leymus chinensis
(Xu et al., 2009) et Olea europaea (Boughalleb et Hajlaoui, 2011) en réponse au stress
hydrique et aux fortes températures.
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Les plantes réduisent le maximum de la conductance stomatique via des ajustements de la
densité stomatique ainsi que la taille du pore dans la limite de leur plasticité phénotypique
(Franks et al., 2009; Lammertsmaa et al., 2011). La présence de stomates denses et à moitié
ouverts chez les plantules originaires de la station la plus aride (Fig. 36) expliquerait sa plus
grande résistance à l’aridité. En effet, Cuevas et al. (2006) notent que si la fermeture des
stomates n’est pas totale, en raison de la différence entre les coefficients de diffusion de l’eau
et du CO2 dans la feuille, la transpiration est plus réduite que l’assimilation nette : l’efficacité
de l’utilisation de l’eau (WUE) est alors augmentée en situation de stress.

A
B

C

Fig. 34. Effet du stress hydrique sur les échanges gazeux chez les plantules de Pistacia atlantica. A:
conductance stomatique, B: photosynthèse et C: rendement quantique de la réduction du CO2.
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Fig. 35. Faces inférieures des folioles des plantules de Pistacia atlantica observées au M.E.B.
La densité stomatique est statistiquement plus faible (81 stomates/mm²) chez A: les plantules
originaires de Médéa comparée à B: celles en provenance de Béchar (148 stomates/mm²).
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Fig. 36. Les différents états de stomates dans les feuilles des plantules du pistachier de l’Atlas
au moment du stress hydrique. A: Stomate de grande taille fermé dans la station de Médéa, B:
stomate de petite taille à moitié ouvert dans la station de Béchar.

Nous avons observé une réduction des paramètres physiologiques mesurés jusqu’au 13ème jour
de stress hydrique. Au delà de ce stade, il y a une légère reprise et de façon progressive de la
conductance stomatique, ETR, qP et de la photosynthèse ce qui se traduit par un début
d’adaptation de ces plantules au stress hydrique. L’énergie générée par l’augmentation de
l’ETR à partir du 13ème jour pourrait servir à la synthèse des enzymes antioxydantes
impliquées dans la protection contre l’oxydation cellulaire (García-Plazaola et al., 2008).

Le stress hydrique induit, à l’instar des autres espèces telles Incarvillea delavayi (Cai et al.,
2010) la photoinhibition de l’appareil photosynthétique chez les plantules du Pistacia
atlantica des deux provenances tel que démontré par une réduction des taux de Fv/Fm (Fig.
37A), ΦPSII (Fig. 37B) et de l’ETR (Fig. 37C). Ceci pourrait être expliqué par l’incapacité
des plastoquinones (responsables de transport des électrons entre PSI et PSII pour les voies
photochimiques) de réaliser les réactions d’oxydoréduction comme l’ont souligné (Suresh et
al., 2010) chez les plantules de Elaeis guineensis. Aussi, elle peut être en relation avec la
fermeture d’une bonne part des centres réactionnels comme ceci est illustré par des cinétiques
décroissantes de qP en fonction de la sévérité du stress hydrique (Fig. 37D). Ces centres
réactionnels sont les sites de conversion de l’énergie lumineuse en énergie chimique et par
conséquent le lieu où se fait la séparation de charge.

La photoinhibition des appareils photosynthétique chez les plantules du pistachier de l’Atlas
le long du stress hydrique est réversible. En effet, nous assistons à une reprise de l’activité
physiologique des plantules juste après leur arrosage. Cette résilience qui est très rapide chez
les provenances étudiées essentiellement pour la photosynthèse et la conductance stomatique
a aussi été observé chez de jeunes plants de Quercus pubescens (Gallé et al., 2007),
Chamomilla recutita (Baczek-Kwinta et al., 2011), Gossypium hirsutum (de Brito et al.,
2011) et Ceratonia siliqua (Osório et al., 2011) après une période de stress et pourrait être un
indicateur d’une grande tolérance physiologique de ces plantules à la sécheresse (Torrecillas
et al., 1996). A l’exception des variables gs, Fv/Fm, ΦCO2 et Pn (P>0.05), des différences
significatives sont observées entre les deux provenances pour les autres variables; ΦPSII,
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ETR et qP au moment de leur résilience avec des moyennes les plus élevées observées chez
les provenances de Béchar (Tab. 7).

A B

C D

Fig. 37. Effet du stress hydrique (induit par omission de l’irrigation) sur les paramètres de
fluorescence chlorophyllienne chez les plantules de Pistacia atlantica. A: efficience quantique
maximale, B: efficience réelle d’utilisation de la lumière, C: taux de transfert des électrons à
travers le PSII. D: coefficient du quenching photochimique.

Nous supposons que durant cette période de stress, d’autres stratégies telles la régulation du
métabolisme cellulaire participent d’avantage à l’adaptation des plantules du pistachier de
l’Atlas au déficit hydrique. L’ajustement osmotique qui consiste à l’accumulation des solutés
s’avère l’une des plus importantes (Ashraf et Foolad, 2007, Yousifi et al., 2010). Elle facilite
l’extraction de l’eau du sol, et le maintient de la turgescence cellulaire et les échanges gazeux
lors d’un déficit hydrique (Kusaka et al., 2005; Gonzalez et al., 2010). Parmi ces osmolytes,
les sucres solubles, les acides aminés libres sont les plus remarquables chez les plantes
(Chaves et al., 2003; Ben Ahmed et al., 2009). Il a été observé une augmentation de leurs
quantités chez de nombreuses espèces notamment chez Ricinus communis (Babita et al.,
2010), Triticum durum (Akhkha et al., 2011), Solanum tuberosum (Farhad et al., 2011) et
chez Pyracantha fortuneana et Rosa cymosa (Liu et al., 2011) en réponse au stress hydrique.
En plus de leur rôle dans l’ajustement osmotique, ces solutés assurent la protection des
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membranes cellulaires et la stabilisation de la structure et l’activité des protéines et celles des
enzymes (Villadsen et al., 2005; Hessini et al., 2009).

Tab. 6. Analyse de variance (test Anova à un facteur, 5%) des différents paramètres
physiologiques : Pn, gs, ETR, ΦPSII, ΦCO2, qP et Fv/Fm entre les deux provenances, au
moment de la résilience des plantules.

F P Sign. F P Sign.
Pn Fv/Fm
Station 2.354 0.1472 n.s Station 1.4818 0.2436 n.s
Residuals Residuals
gs ETR
Station 0.4111 0.5318 n.s Station 4.9116 0.04375 *
Residuals Residuals
ΦPSII ΦCO2

Station 4.8437 0.04503 * Station 2.8088 0.1159 n.s
Residuals Residuals
qP
Station 6.3748 0.02427 *
Residuals

Conclusion

Le stress hydrique affecte aussi bien les échanges gazeux que la phase claire de la
photosynthèse chez les plantules du pistachier de l’Atlas. L’adaptation à la déshydratation se
fait essentiellement par la fermeture stomatique qui est en grande partie à l’origine de la baise
des taux de la photosynthèse. La plus grande résistance à la sécheresse chez les plantules de la
station de Béchar, comparées à celles en provenance de la station la moins aride (Médéa)
suggère que ces mécanismes ainsi développés ont une origine  génétique. La résilience de ces
plantules après les premiers arrosages prévoit la régénération de l’espèce et son maintient
dans l’avenir avec les réchauffements climatiques.
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Résumé - L’étude de la variabilité de la composition terpénique contenue dans les feuilles de
P. lentiscus a été réalisée dans trois sites choisis, le long d’un gradient d’altitude croissante.
Les analyses réalisées au CG-MS révèlent que les contenues en terpène varient en fonction de
l’altitude. 49 composés sont identifiés avec une grande variabilité inter populationnelle dans
les sites de faible et moyenne altitudes et qui montrent les mêmes composés majoritaires
lorsqu’ils sont exprimés en poids de matière sèche. Cependant, l’ANOVA à deux facteurs
suivie d’un test post hoc de Turkey révèle que les monoterpènes hydrocarbonés augmentent
avec l’altitude : 21.7, 37.5 et 221.5 µg g-1 MS sont enregistrées dans les stations de faible,
moyenne et en haute altitude, respectivement.
D’autre part, en se basant sur des données exprimés en pourcentage des chromatogrammes
des composés volatils, l’A.C.P. met en évidence 3 chémotypes associés aux niveaux
d’altitude. Les composés majoritaires sont -caryophyllene (12 %), δ-cadinene (9.3 %) et -
pinene (6.3 %) dans le site le plus élevé (Groupe I) et -caryophyllene (11.5 %), δ-cadinene
(8.6 %) et caryophyllene oxide (6.8 %) dans le site à moyenne altitude (Groupe II). Dans le
site à faible altitude (Groupe III), δ-cadinene (10.9 %), cubebol (10.5 %) et β-bisabolene (7.7
%) sont majoritairement présents. Ainsi, l’implication des facteurs génétique et
environnemental dans le polymorphisme chimique de cette espèce associé à l’altitude sont
évoqués dans ce travail.
Mots-clés : Pistacia lentiscus, terpènes, altitude, Algérie, α-pinene, -caryophyllene,
caryophyllene oxide, cubebol, β-bisabolene, variabilité.

3. Inter-Population Variability of Terpenoid Composition in Leaves of

Pistacia lentiscus L. from Algeria: A Chemoecological Approach
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Abstract - Three different altitudes were selected to study the variability of terpenoid
composition from leaves of female plants of Pistacia lentiscus L. throughout the elevation
gradient. GC-MS analyses showed that terpenoid contents change with altitude. Forty nine
compounds were identified with a high interpopulation variability for low- and midaltitude
sites that also exhibited the same major components when data were expressed on dry weight
basis. However, Two-Way-ANOVA followed by Tukey’s post hoc test showed that
monoterpene hydrocarbons increased with elevation, giving values of 21.7, 37.5 and
221.5 µg g−1 dw for low- mid- and highlands, respectively. On the other hand, applying
P.C.A. with data expressed in percentage of the chromatogram of the volatile extract led to
the identification of three chemotypes associated with altitudinal levels. In highlands (Group
I), the major compounds were -caryophyllene (12%), δ-cadinene (9.3%) and -pinene
(6.3%) while in midlands (Group II), -caryophyllene (11.5%), δ-cadinene (8.6%) and
caryophyllene oxide (6.8%) were the main components. In lowlands (Group III) δ-cadinene
(10.9%), cubebol (10.5%) and β-bisabolene (7.7%) were chiefly present. Hence, the
involvement of genetic factors, temperature and drought in the chemical polymorphism of P.
lentiscus associated with elevation is discussed in this report.

Keywords: Pistacia lentiscus; terpenes; altitude; Algeria; α-pinene; -caryophyllene;
caryophyllene oxide; cubebol; β-bisabolene; variability.

3.1. Introduction

Biosynthesis of secondary metabolites is not only controlled genetically, but it is also strongly
affected by different biotic and abiotic stresses (Naghdi Badi et al., 2004). Among plant
secondary metabolites, terpenoids are the most abundant and structurally diverse group (Yu
and Utsumi, 2009).

Altitude is one of the abiotic stresses associated with alterations in a number of environmental
factors such as air temperature, precipitation, wind exposure, light intensity, UV-B radiation,
ozone density and oxidizing air pollutants (Kofidis et al., 2003). The effect of the altitudinal
gradient on essential oil content from many species has been evaluated by several authors
(Tkachev et al., 2006; Agnihotri et al., 2005).

Pistacia lentiscus L. (Anacardiaceae) is a sclerophyllous dioecious shrub which forms bushes
of up to 2 m height, sometimes attaining a tree growth form in more humid and protected sites
(Munne-Bosch and Penuelas, 2003). It is a low altitude species (Castro-Diez et al., 1998),
which has been found to be one of the more drought tolerant plants among other evergreen
species (Ozturk et al., 2010) and to be very tolerant to salinity (Barazani and Golan-
Goldhirsh, 2009). This species is very common in the Mediterranean Basin (Verdú and
Garcia-Fayos, 2002). In Algeria, P. lentiscus is dispersed along the entire littoral (Charef et
al., 2008) and grows in diverse habitats along a climatic gradient that varies in solar radiation,
temperature, and precipitation.

P. lentiscus is extensively used in folk medicine (Janakat and Al-Merie, 2002), and the
pharmaceutical and antimicrobial activity of this species has been reported by several authors
(Benhammou et al., 2008; Atmani et al., 2009). The Anacardiaceae is a family that secrete
substances containing terpenes and carbohydrates in ducts which are found in vascular rays,
especially from the genus Pistacia (Fahn, 1979). P. lentiscus is recognized as a terpene-
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storing species which produces the largest number of individual terpenes (Llusià and
Peñuelas, 1998).
Numerous essential oil studies have been conducted on P. lentiscus leaves from different
provenances (Zrira et al., 2003; Duru et al., 2003; Barra et al., 2007; Gardeli et al., 2008;
Fernandez et al., 2000) but, neither the plant sex, which is an additional source of variability
(Tzakou et al., 2007) nor the ecological conditions of plant growth were taken into account.
Because of the differential volatility of terpenes, this prompted us to study the variability of
terpenoid content of female P. lentiscus with increasing altitude. The result of this work will
allow us to further understand the ecology of the plant in a constrained environment given its
importance in reforestation programs in semi-arid Mediterranean Regions.

3.2. Results and Discussion

The leaves of P. lentiscus contain 49 identified compounds, which are listed in Tab. 7.
Among these, twelve are monoterpenes (eight hydrocarbons, two oxygenated and two
derivatives) and thirty seven are sesquiterpenes (25 hydrocarbons and 12 oxygenated).

For a given altitude level five populations were selected, each of them exhibiting a low intra-
populational variability regarding the individual components identified. However for low and
mid-altitudes inter-population variability increases. For instance -elemene content in
lowlands plants ranged from 2.5–34.9 µg g−1 dw. This raises the complexity of the
identification of molecular markers that discriminate ecological gradients. Taking into
account such variability the main compounds found in low altitude sites were: δ-cadinene
(50–112 µg g−1 dw), β-caryophyllene (54–92 µg g-1 dw) and cubebol (15–112 µg g−1 dw).
Mid-altitude site samples contained similar main components: δ-cadinene (59–176 µg g−1

dw), β-caryophyllene (71–146 µg g−1 dw) and cubebol (17–117 µg g−1 dw). However, in high
altitude site, -caryophyllene (156–186 µg g−1 dw), δ-cadinene (83–153 µg g−1 dw) and -
pinene (76–105 µg g−1 dw) were the dominant components. Hence, the three altitudinal levels
were qualitatively similar except for the high content of -pinene found in highlands
specimens. When considering the amount of the different families of terpenic constituents,
Two-Way-ANOVA showed that there is no significant effect of the interaction between site
and station for monoterpene hydrocarbons (Tab. 8). The subsequent One-Way-ANOVA
carried out followed by a Tukey’s post hoc test showed that monoterpene hydrocarbons found
in low (21.7 µg g−1 dw), mid- (37.5 µg g−1 dw) and highlands (221.5 µg g−1 dw) were
significantly different (F = 742.22; p < 0.001). Thus, we may conclude that monoterpene
hydrocarbons significantly increase with altitude. The high richness of terpenes content found
in leaves of P. lentiscus of the high elevated site is in accordance with several authors who
have stated that altitude is a factor influencing plant chemistry (Haider et al., 2009, Vokou et
al., 1993). Enhanced UV-B radiation and lower temperatures at high altitudes have been
exhaustively discussed as having an impact on flavonoid and monoterpene hydrocarbon
contents (Bilger et al., 2007).
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Tab. 7. Concentration of terpenoids (µg g–1 dw) found in female Pistacia lentiscus L. leaves from low, mid and high altitude sites in Algeria.

Compounds

Mean concentration  standard deviation of terpenoid contents in leaves extracts of Pistacia lentiscus (µg.g dw-1)

RI
Low altitude Mid altitude High altitude

L1(n = 5) L2(n = 5) L3(n = 5) L4(n = 5) L5(n = 5) M1(n = 5) M2(n = 5) M3(n = 5) M4(n = 5) M5(n = 5) H1(n = 5) H2(n = 5) H3(n = 5) H4(n = 5) H5(n = 5)

α-thujene 926 4.8±1.6 3.81.3 1.1±0.9 1.4±0.9 4.6±1.5 8.2±1.1 8.1±0.4 4.5±0.9 3.4±0.5 6.5±1.2 13.6±0.7 15.2±0.7 12.5±1.5 15.1±0.7 16.9±0.5

α-pinene 933 8.1±3.3 7.6±3.0 2.9±1.1 2.7±0.9 5.5±1.2 2.2±0.2 5.7±0.9 5.2±0.8 1.9±0.3 13.5±2.0 102.9±6.2 100.9±3.6 76.3±14.2 105.0±4.5 98.0±0.5

camphene 947 0.6±0.2 0.6±0.2 0.3±0.1 0.3±0.1 0.4±0.1 0.9±0.2 3.0±1.1 1.1±0.5 0.9±0.3 2.2±0.7 14.3±1.3 17.1±1.8 12.8±3.4 15.9±2.1 20.3±0.6

β-pinene 973 12.2±4.3 10.9±3.8 3.0±1.5 3.3±1.5 7.9±2.3 11.5±1.3 12.1±1.8 11.4±3.0 4.5±0.4 14.5±2.2 35.3±7.4 36.7±7.1 56.2±14.9 44.3±8.8 30.9±0.6

-terpinene 1018 2.0±0.9 1.9±0.7 0.1±0.1 0.6±0.3 1.9±0.6 7.3±0.7 6.2±1.4 2.9±1.1 1.3±0.3 1.9±0.4 7.9±0.6 9.3±0.5 8.5±1.4 9.5±0.4 10.5±0.4

p-cymene 1027 0.9±0.4 0.9±0.4 0.4±0.1 0.3±0.1 0.7±0.1 1.9±0.4 3.5±0.9 1.4±0.5 0.7±0.3 1.6±0.6 15.7±0.7 17.7±0.5 21.3±4.8 18.5±0.5 18.8±0.4

limonene 1029 2.3±0.2 2.3±0.3 1.7±0.0 1.5±0.1 2.1±0.1 5.8±0.5 5.7±1.6 2.9±0.9 2.4±0.3 4.0±0.4 11.5±2.6 13.6±2.2 32.6±12.3 16.3±2.7 12.7±0.3

-terpinene 1062 2.1±0.6 1.7±0.6 0.5±0.3 0.8±0.4 2.0±0.6 4.7±0.4 5.6±1.0 2.5±0.8 1.4±0.3 2.4±0.4 7.2±0.6 8.9±0.7 7.7±0.9 8.8±0.7 10.5±0.4

terpinen-4-ol 1179 5.1±1.2 4.0±0.7 3.5±0.6 2.4±0.1 3.1±0.4 5.9±0.8 7.0±1.3 4.6±0.9 4.1±0.4 6.3±0.6 27.4±0.6 29.6±0.4 42.5±7.8 30.3±0.4 30.5±0.4

-terpineol 1197 2.4±0.6 1.6±0.5 0.8±0.2 0.5±0.2 1.4±0.1 1.9±0.3 3.5±1.0 2.0±0.5 1.1±0.3 2.0±0.7 5.1±0.8 7.5±0.5 6.0±1.1 8.4±0.6 8.2±0.4

borneol acetate 1287 6.8±1.9 5.6±1.5 3.9±0.2 3.6±0.2 3.2±0.4 7.3±0.8 6.5±1.1 6.3±1.5 6.9±0.7 18.7±6.2 18.6±0.7 22.3±0.5 25.8±6.9 22.4±0.5 23.6±0.4

-terpineol acetate* 1351 4.4±0.2 4.0±0.6 10.3±1.0 8.8±0.5 8.9±2.9 17.7±2.3 10.4±1.5 5.2±1.4 7.9±0.4 14.1±3.8 15.3±0.3 16.5±0.2 11.7±1.5 16.7±0.2 17.2±0.2

-elemene* 1338 0.5±0.1 0.5±0.1 0.6±0.1 0.4±0.0 0.0±0.0 1.2±0.3 2.8±0.9 0.7±0.4 1.7±0.3 7.0±3.1 0.4±0.2 2.6±0.5 1.4±0.9 2.7±0.4 3.9±0.4

-cubebene* 1351 4.4±0.2 4.0±0.6 10.3±1.0 8.8±0.5 8.9±2.9 17.7±2.3 10.4±1.5 5.2±1.4 7.9±0.4 14.1±3.8 15.3±0.3 16.5±0.2 11.7±1.5 16.7±0.2 17.2±0.2

-copaene 1377 7.5±1.3 8.3±1.0 10.4±1.1 8.5±0.6 13.7±3.1 22.9±3.7 10.9±0.8 9.4±0.3 8.8±0.5 13.9±1.0 34.8±2.4 38.3±1.5 23.2±4.7 40.3±1.9 37.8±0.4

-bourbonene* 1389 1.7±0.2 1.2±0.1 0.7±0.1 0.7±0.1 0.8±0.3 1.3±0.3 3.0±0.9 1.3±0.3 0.8±0.3 5.1±1.2 7.2±0.9 9.9±1.3 2.4±0.3 6.0±1.2 12.2±0.4

-cubebene* 1391 3.9±0.5 3.3±0.5 14.2±1.0 13.8±1.3 32.5±8.7 21.0±3.6 10.4±2.0 4.5±1.1 11.0±0.9 5.7±1.1 13.2±0.6 16.4±0.5 9.6±2.0 16.7±0.4 17.7±0.4

-elemene* 1393 34.9±0.9 34.4±0.4 3.1±0.4 2.5±0.3 3.4±0.5 4.4±0.7 5.5±0.5 3.9±0.6 3.5±0.3 7.3±0.6 4.5±1.2 6.9±0.8 6.7±1.8 8.2±1.0 7.2±0.4

-caryophyllene 1422 92.7±18.5 78.4±16.4 71.4±6.8 54.3±2.7 57.2±4.7 95.5±6.6 71.4±2.9 80.3±14.9 82.8±9.0 146.8±10.8 178.2±14.9 186.3±11.7 156.4±30.1 198.5±14.3 175.6±0.4
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-copaene* 1431 6.6±0.6 6.2±0.5 6.0±0.5 5.0±0.2 17.3±11.6 10.4±1.5 7.6±0.8 5.9±0.6 7.1±1.0 9.4±1.0 14.7±4.5 17.2±3.9 13.2±2.4 21.6±4.9 14.3±0.4

-elemene* 1440 0.5±0.1 0.4±0.1 0.2±0.1 0.2±0.1 0.4±0.1 1.7±0.3 3.4±1.1 1.0±0.5 0.7±0.3 0.8±0.3 2.3±0.2 4.4±0.6 2.4±0.4 4.4±0.6 5.9±0.4

trans-muurola-3,5-
diene* 1451 2.2±0.6 3.3±0.7 6.4±0.8 5.9±0.8 4.4±0.9 7.4±1.0 8.3±1.6 3.6±0.8 4.9±0.2 5.3±1.0 2.9±0.6 4.4±0.9 2.8±0.4 3.8±1.1 6.3±0.3

-humulene 1457 20.9±2.6 19.3±3.0 20.5±1.7 16.3±0.7 19.4±1.8 35.6±4.9 19.1±0.7 18.6±2.1 23.9±1.8 30.8±1.6 28.4±6.6 33.3±7.6 29.0±5.6 26.2±9.3 42.0±0.4

allo-aromadendrene* 1462 6.4±0.5 5.6±0.7 7.6±0.7 6.1±0.3 8.0±0.9 17.5±2.6 9.2±1.2 5.9±0.8 7.5±0.4 9.3±0.9 15.8±3.2 18.7±2.6 10.2±2.2 21.8±3.3 17.1±0.4

cis-muurola-4(14),5-
diene* 1465 3.8±0.3 3.6±0.3 3.7±0.3 3.5±0.7 3.9±0.6 5.9±0.9 5.3±0.7 3.5±0.3 4.6±0.4 5.4±0.6 7.0±2.4 9.7±1.8 6.6±1.1 12.0±2.3 8.8±0.4

trans-cadina-1(6),4-
diene* 1476 2.7±0.3 2.8±0.5 6.8±0.5 5.0±0.3 5.5±0.6 3.8±0.7 5.9±1.3 3.2±0.7 5.0±0.6 3.2±0.7 12.4±1.2 15.4±0.6 5.7±1.3 16.4±0.7 15.9±0.4

-muurolene* 1479 32.5±1.8 29.7±3.1 37.3±1.9 30.8±1.0 34.7±4.0 62.5±6.7 36.7±1.9 28.6±2.4 29.9±2.9 37.7±2.4 59.7±5.4 62.6±4.4 40.7±5.9 67.3±5.4 58.9±0.2

germacrene D* 1484 23.5±3.3 21.5±2.0 16.4±0.8 13.9±0.5 14.1±0.8 19.0±1.1 19.3±2.4 19.0±2.4 24.3±6.8 37.6±5.0 33.7±14.7 36.9±13.9 44.6±9.3 51.4±17.1 24.0±0.4

-selinene* 1489 7.5±0.8 7.1±0.5 5.7±0.7 5.4±0.2 8.4±0.8 10.7±1.2 8.9±0.7 6.1±0.6 6.0±0.3 9.7±1.1 8.7±2.6 11.3±2.1 10.0±1.6 13.8±2.6 10.2±0.4

trans-muurola-
1(14),5-diene* 1494 5.5±0.4 5.8±0.9 13.6±0.8 10.6±0.5 13.1±0.9 14.7±2.9 6.8±0.5 4.7±0.2 10.5±0.8 7.6±1.0 15.3±1.4 18.3±0.8 9.7±2.1 19.5±0.9 18.6±0.4

-muurolene* 1503 16.1±1.6 17.1±2.3 27.6±2.3 21.9±1.4 25.7±2.9 46.8±5.9 24.7±1.9 16.4±2.5 26.1±1.2 24.3±2.1 42.9±5.2 55.7±0.9 24.6±5.2 57.1±1.1 55.9±0.4

-bisabolene* 1510 22.1±2.3 21.6±2.5 81.9±5.4 62.5±5.3 74.3±8.2 105.0±19.9 38.5±9.2 21.4±2.3 63.6±4.0 36.6±4.8 55.3±5.9 60.0±4.5 42.7±8.6 65.1±5.6 56.5±0.4

-cadinene* 1517 15.7±1.2 15.3±1.0 12.6±1.3 11.7±0.8 23.7±9.9 32.8±2.9 35.4±8.0 20.2±6.6 15.3±0.7 20.5±2.0 24.9±8.3 27.0±7.9 19.9±3.4 35.4±9.7 20.2±0.4

-cadinene* 1528 60.3±5.5 59.0±9.3 112.5±9.5 83.3±3.8 98.4±9.1 176.2±19.6 88.4±8.5 59.7±10.7 98.6±4.8 83.9±8.0 143.6±19.0 153.9±16.3 87.4±18.2 170.7±20.0 138.6±0.4

cadina-1,4-diene* 1535 7.1±0.8 5.4±0.6 6.3±0.5 6.1±0.6 9.8±1.2 11.2±0.5 10.4±2.0 5.2±1.6 5.0±0.5 3.9±2.3 7.1±0.5 8.4±0.4 7.1±0.5 8.8±0.3 9.5±0.4

-cadinene* 1541 4.9±0.4 4.1±0.3 14.1±0.4 13.1±0.1 5.1±0.5 10.4±1.7 14.6±4.0 7.0±3.0 5.1±0.5 5.4±0.8 6.6±1.6 8.2±1.3 5.0±0.8 10.0±1.6 8.0±0.4

-calacorene* 1546 1.2±0.1 1.2±0.0 1.2±0.1 1.3±0.0 1.3±0.1 7.9±0.5 8.2±0.4 8.7±0.8 3.5±0.4 4.1±0.2 1.7±0.2 1.3±0.0 1.2±0.1 1.3±0.0 1.3±0.1

cubebol* 1520 15.8±3.5 15.5±3.0 112.9±12.0 75.5±20.6 108.9±16.4 117.6±21.7 60.3±27.8 17.9±4.9 71.4±5.0 36.6±7.8 57.8±2.5 62.3±1.6 42.4±9.3 61.3±1.8 64.8±0.4

elemol* 1553 8.7±2.0 8.4±1.4 7.5±1.2 6.3±1.0 9.4±1.8 6.7±0.7 10.3±1.5 5.9±1.2 7.8±0.3 11.5±0.8 9.6±1.5 13.1±0.7 9.6±1.9 14.3±0.9 13.5±0.4

germacrene D-4-ol* 1584 1.2±0.0 1.2±0.0 1.1±0.1 1.2±0.1 1.1±0.1 1.8±0.3 3.6±1.0 1.6±0.4 1.1±0.1 1.0±0.3 1.1±0.0 1.1±0.1 1.2±0.0 1.1±0.1 1.6±0.1
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spathulenol* 1584 13.0±2.8 11.8±2.2 9.7±1.1 11.9±0.5 18.5±4.4 10.1±0.9 13.2±1.6 10.8±2.6 7.6±0.7 40.6±18.0 13.1±1.2 26.7±11.0 22.4±3.6 28.0±10.7 38.2±13.5

caryophyllene oxide 1587 56.0±18.3 52.0±15.9 53.0±8.6 45.6±6.4 67.7±11.6 54.8±2.2 53.3±2.1 55.1±14.3 48.1±1.7 71.8±6.6 58.6±2.6 70.4±10.2 49.1±9.0 67.9±11.0 83.6±10.9

gleenol* 1588 1.2±0.0 1.2±0.0 1.1±0.1 1.2±0.1 1.1±0.1 9.8±0.3 11.7±1.0 3.2±2.0 1.1±0.1 11.2±4.1 1.1±0.0 1.1±0.1 1.2±0.0 1.1±0.1 1.6±0.1

humulene oxide II 1613 12.3±2.0 11.5±1.7 16.8±1.9 15.2±1.5 24.3±3.0 22.6±3.2 13.5±1.2 11.1±1.5 16.0±1.2 14.7±1.5 17.6±2.4 21.3±2.3 12.7±2.6 23.7±2.2 22.4±2.1

1-epi-cubenol* 1632 6.0±3.3 5.9±2.9 16.3±1.3 12.3±1.3 10.4±0.9 14.1±2.2 10.9±1.7 6.8±2.4 12.5±1.8 11.6±2.5 9.9±0.8 12.4±0.5 4.0±1.1 13.0±0.4 13.4±0.5

-muurolol* 1648 11.5±2.3 11.7±2.1 26.9±1.5 23.0±1.6 20.3±5.1 19.0±2.5 14.8±1.2 10.4±2.1 21.6±1.2 12.3±2.4 15.9±3.6 21.3±3.8 13.8±2.8 24.7±3.8 22.2±3.8

-cadinol* 1661 15.1±2.8 17.4±1.9 22.7±0.8 21.4±1.0 24.6±1.3 21.0±1.4 29.6±0.9 18.2±3.2 24.8±0.7 19.5±2.8 17.9±5.6 24.0±5.7 18.6±2.3 29.4±5.9 23.9±5.0

-bisabolol* 1688 9.9±0.6 9.8±0.5 10.7±0.5 10.3±0.4 10.3±0.5 32.8±0.9 34.0±2.0 15.5±5.8 27.3±0.8 15.1±6.9 4.4±0.3 5.8±0.4 5.8±0.5 7.6±0.6 7.2±0.2

eudesma-4(15),7-
dien-1-beta-ol* 1696 10.5±2.9 6.9±0.7 22.8±2.6 19.5±1.5 27.5±3.4 26.0±0.5 35.3±2.5 21.3±3.1 11.3±3.4 27.5±2.1 8.8±1.0 11.9±1.1 7.5±1.1 11.4±1.2 13.8±0.5

Total
monoterpenes 39±3.9 65±5.0 299±6.8

Total monoterpene
hydrocarbons 21.7±3.4 37.5±3.2 221.5±5.3

Total oxygenated
monoterpenes 16.8±1.9 27.8±2.4 77.1±2.5

Total sesquiterpenes 799±38.0 956±48.6 1181±55.0
Total sesquiterpene
hydrocarbons 422.18±18.0 509.1±32.4 762.5±37.1

Total oxygenated
sesquiterpenes 377.2±22.7 446.9±20.7 418.9±23.3

Total terpenes 838±39.0 1021±51.6 1480±57.7

RI: Retention Index; NI: Non Identified. ; * : tentatively identified.
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Tab. 8. Variance analysis (Two-Way Anova test, 5%) of monoterpenes
(hydrocarbons and oxygenated), sesquiterpenes (hydrocarbons and oxygenated)
and total terpenes between sites, stations and interaction site vs station .

Terpenoids factors df SS MS F P
Monoterpene
hydrocarbons

Site 2 617137 308569 479.144 < 0.001
Site:Station 12 7725 644 1.754 0.08
Residuals 60 22007 367

Oxygenated
monoterpenes

Site 2 51551 25775.3 108.802 < 0.001
Site:Station 12 2843 236.9 2.823 0.004
Residuals 60 5037 83.9

Sesquiterpene
hydrocarbons

Site 2 1563493 781746 11.700 0.001
Site:Station 12 801748 66812 4.718 < 0.001
Residuals 60 849581 14160

Oxygenated
sesquiterpenes

Site 2 61397 30698 0.688 0.52
Site:Station 12 535103 44592 7.484 < 0.001
Residuals 60 357500 5958

Total terpenes Site 2 5470660 2735330 13.782 < 0.001
Site:Station 12 2381658 1984472 5.601 < 0.001
Residuals 60 2126026 35434

Because the individual oil components, expressed on dw basis (w/w) could not clearly
discriminate between the three altitude levels, data were expressed in terms of percentage of
the chromatogram prior to Principal Component Analysis (P.C.A.) Fig. 38 represents two-
dimensional mapping of the P.C.A., Axis 1 and Axis 2 represent 43% and 18% of the
information, respectively.

The distribution of individual points in plan 1-2 based on cluster analysis (Ward’s technique)
divided the 75 accessions into three main groups according to their content (expressed in %
because of maximum of variability) in α-pinene, caryophyllene oxide and cubebol. The group
I (33.3% of total samples) includes individuals harvested from the high elevated sites which
are characterized by a high content in β-caryophyllene (12.0%), δ-cadinene (9.3%) and α-
pinene (6.8%). Among monoterpenes which characterize this group, camphene, p-cymene, β-
pinene, terpinen-4-ol are also the most discriminating compounds.

The groups II and III are dominated by individuals harvested from low and mid-altitude sites,
respectively. The chemical composition of group II (37.3% of samples) was characterized by
high contents of β-caryophyllene (11.5%), δ-cadinene (8.6%) and caryophyllene oxide
(6.8%). The last group (26.4% of samples) contains mainly individuals of low altitude sites
with δ-cadinene (10.9%), cubebol (10.5%) and β-bisabolene (7.7%) as discriminating
components.
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Fig. 38. Tow-dimensional mapping of the P.C.A. analysis of Pistacia lentiscus L.
individual distribution from low, mid and high altitude sites in Algeria (l: low; m:
medium and h: high altitude sites).

Samples of Groups I and II were similar to Sardinian (Costa Rey) chemotype where β-
caryophyllene (31.38%), germacrene D (12.08%) and δ-cadinene (6.48%) were identified as
the dominant compounds from supercritical CO2 leaves extracts (Congiu et al., 2002).
However the composition of the hydrodistillates were totally different. The chemical
variability of P. lentiscus essential oil obtained through hydrodistillation from samples
harvested at Tigzirt (Algeria) was reported as α-pinene (22–29%), myrcene (1.4–23%) and
sabinene (8–11.7%) were the major constituents (Mecherara-Idjeri et al., 2008). In our
samples from Tigzirt (see Table 1: L3) myrcene and sabinene were not detected. This
disagreement with our data is probably the result of thermal hydrolysis that occurs during
hydrodistillation, as suggested earlier (Congiu et al., 2002). Consequently, it is likely that cold
extraction leads to the recovery of the true components in plants. That said, axis 1 clearly
separates Groups I and III while axis 2 distinguishes Group I from Group II. This raises the
question of the characterization of the ecological factors involved. A careful analysis of our
sampling sites (Tab. 1A) revealed that lowlands habitats were highly heterogeneous in terms
of specific composition. All the highland habitats were composed by Olea europaea plant
association. Taking into account the other ecological data collected, the mean maximum
temperature in highlands (about 27 °C) was lower than that of the lowlands (31 °C)
suggesting that, axis 1 determines temperatures decrease. Because most of lowlands were
located near the sea, it is not excluded that other factors such as substrate type and soil salinity
may be particularly discriminating factors. On the other hand axis 2 can be interpreted as the
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result of abiotic factors associated with drought since midlands exhibited a lower mean
coefficient of Emberger (Q2 = 85) compared to that of highlands (Q2 = 154).

Among the identified components, α-pinene, camphene, β-pinene and p-cymene are the most
discriminating monoterpene hydrocarbons of individuals from high altitude sites. The increase
of these compounds with altitude regardless to the specific composition of the habitats may be
explained by the involvement of genetic and/or abiotic factors. For instance camphene is
found to be cytoprotective by decreasing lipid peroxidation and inhibiting NO release and
ROS generation (Tiwari and Kakkar, 2009) whereas, p-cymene was reported to be positively
correlated with aridity index and altitude from Thymus piperella (Hudaib and  Aburjai, 2007).

Tab. 1A. Ecological factors of Pistacia lentiscus collection sites.

Sites Stations Alt.
(m)

Geographical
coordinates Habitat P (mm) T0 Max

(C0) Q2

Low-
altitude

Cherchel (L1) 15 36°36’N/2°11’E Phillyrea latifolia 502.24±25.08 31.75±0.42 73.54

Azzefoun (L2) 14 36°53’N/4°25’E Phillyrea latifolia 775.78±50.04 31.50±0.48 122.06
Zemmouri Bahri
(L5)

9 36°48’N/3°35’E Erica arborea 741.14±45.34 29.10±0.51 125.85

Tigzirt  (L3) 6 36°53’N/4°08’E Arbutus unedo 923.09±67.98 30.30±0.44 150.77
Ziama
Mansouriah (L4)

8 36°39’N/5°28’E Erica arborea 968.11±60.82 30.80±0.38 148.24

Mid-
altitude

Thenia (M1) 168 36°43’N/3°32’E Eucalyptus
radiata

728.53±58.43 35.00±0.37 88.61

Beni Amrane
(M4)

121 36°39’N/5°14’E Erica arborea 729.58±55.22 35.50±0.38 87.50

Tizi Ouzou (M5) 182 36°43’N/4°03’E Pinus halepensis 731.92±57.42 36.10±0.41 83.68
El Kseur (M3) 167 36°41’N/4°51’E Olea europaea 758.39±59.33 30.80±0.35 112.12
Lakhdaria (M2) 307 36°34’N/3°35’E Olea europaea 513.85±54.14 35.60±0.39 55.25

High-
altitude

Ait Khelifa (H3) 1042 36°31’N/4°20’E Olea europaea 1039.30±56.57 23.20±0.32 168.95

Tala Moumene
(H4)

1008 36°33’N/4°48’E Olea europaea 1041.27±67.45 24.46±0.35 190.18

Beni Mendes
(H1)

809 36°30’N/3°59’E Olea europaea 924.56±64.54 31.75±0.38 112.74

Aourir
N’Athjelil (H2)

868 36°34’N/4°48’E Olea europaea 1019.62±69.33 25.44±0.31 182.15

Tizi-Oumalou
(H5)

942 36°30’N/4°20’E Olea europaea 939.06±78.75 30.82±0.36 116.11

Data sources: Office Nationale de la Météorologie d’Alger (O.N.M.) and Agence
Nationale des Ressources Hydriques d’Alger (A.N.R.H.). Period from 1997–2007.

3.3. Experimental

3.3.1. Plant material

Seventy five sample of Pistacia lentiscus were collected in September 2008 in three Algerian
sites which are located at different altitudes. Five stations were chosen per site with five
female individuals per station. The first site includes individuals harvested from low altitude,
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the second one includes individuals located at mid-altitude and finally, we have collected
individuals at the high altitude site in Kabylia. Ecological factors of the sampling sites are
described in Table 3.
Sampling was carried out during fructification stage in order to take into account the
phenological shift due to local climatic conditions. Twenty five female individuals were
chosen per site. Mature and sun exposed leaves were harvested, dried in dark at ambient air
temperature (25 °C) conditions until constant weight then, 100 g per tree were grounded and
stored until use.

Specimens were deposited at the herbarium of the University of Provence (Marseille) and
referred as PL1-MAR -2010, PL2-MAR-2010, PL3-MAR-2010 for Algerian low, mid and
high altitude sites, respectively.

3.3.2. Terpenoids extraction

The extraction method used consisted of suspending leaf dry matter in dichloromethane
according to a ratio of 1:2 (w/v), for 30 min, under constant shaking at room temperature.
Dodecane (50 µL, 5 mg mL−1) were added as internal standard for quantification.

3.3.3. Quantitative and qualitative analysis of terpenoids

Extracts were filtered on an Regenerated Cellulose syringe filter (RC, 0.45 µm, 25 mm,
Phenomenex) then analyzed with a gas chromatograph (Hewlett Packard® GC 6890) coupled
to a mass selective detector (5973 Network). The system was fitted with an HP-5MS capillary
column (30 m, 0.25 mm, 0.25 µm). Extract (2 µL) was injected through an automatic injector
(ALS 7683) in splitless mode. Purge was set at 50 min mL−1 after 1 min. Injection
temperature was maintained at 250 °C. Helium was used as carrier gas. A constant flow rate
of 1 mL min-1 was set throughout the run. The oven temperature initially set at 40 °C was
increased to 270 °C at a rate of 4 °C min−1 and remained constant for 5 min. The MSD
transfer line heater was maintained at 280 °C. Terpenes were identified by comparison of
their retention index (RI) and mass spectra (NIST, 2008) with those obtained from authentic
samples and literature (Adams, 2007).

3.3.4. Statistical analyses

The data were analyzed by a two-way ANOVA model. Turkey’s HSD (Honestly Significant
Differences) procedure was used to test for significant differences in monoterpenes
(hydrocarbons and oxygenated), sesquiterpenes (hydrocarbons and oxygenated) and total
terpene concentrations between stations and sites. In order to evaluate the qualitative
distribution of major chemical compounds (expressed in % of the chromatogram) in our 75
samples, Principal Component Analysis (P.C.A.) was carried out. The statistical analyses
were performed using the R statistical software (R Development Core Team, 2009), packages
"ade4" (Dray et al., 2007) and “agricolae” (de Mendiburu, 2010).

3.4. Conclusions

Our investigation revealed a chemical diversity of P. lentiscus associated with the geographic
location. Three chemotypes were identified according to the different elevation levels. This
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variability may be interpreted as the result of biotic and abiotic factors, as well as genetic
variability. The main discriminating environmental factors identified were temperature and
drought. Consequently our finding should be further verified through analysis of terpenoids in
seedlings of multiple provenance held under identical growth conditions.
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Résumé - La variabilité saisonnière de la réponse écophysiologique d’une espèce dioïque
Pistacia lentiscus L. a été conduite dans trois sites Méditerranéens très contrastés
écologiquement: aride, semi-aride et au bord du littoral. Les résultats obtenus ont révélé la
sensibilité de P. lentiscus aux faibles températures hivernales tels montré par valeurs de
Fv/Fm inférieurs à 0.77. Cette photoinhibition qui affecte les deux sexes est plus marquée
dans le site littoral (0.71). Ceci est accompagné par des teneurs les plus faibles en
chlorophylles a (0.6.µg. g-1. MF) comparé aux autres sites mais aussi par une faible efficacité
de conversion de l’énergie par les antennes comme le suggère l’analyses des courbes de la
réponse à la lumière. En printemps, le dimorphisme sexuel a été observé durant le stade de
fructification, les arbres femelles montrent des valeurs du ratio Fv/Fm significativement plus
élevées comparés aux individus mâles. A partir de ces résultats, nous suggérons que les
demandes de carbone pour la fructification chez P. lentiscus impliquent une régulation des
sources par les voies métaboliques. Durant l’été, la protection de l’appareil photosynthétique
contre une photoinhibition chronique est justifiée par des valeurs élevées du ratio
caroténoïdes/ chlorophylle essentiellement, dans les sites aride et salin. Les plants de P.
lentiscus ne sont pas stressés durant l’automne mais la plus grande capacité à la résilience a
été observée dans les sites arides en améliorant les mécanismes du quenching photochimique.
Les comparaisons entre les variables ont révélé que le ratio Fv/Fm et la teneur totale en
chlorophylle étaient significativement corrélés ce qui suggère une possible mise en relation
entre les propriétés de fluorescence et de réflectance de la feuille et ce dans la perspective
d’études de la fonction photosynthétique à l’échelle du paysage.
Mots-clés: Pistacia lentiscus L., saison, fluorescence de la chlorophylle a, photoinhibition,
potentiel hydrique, sexe, aridité et salinité.

4. Gender, Mediterranean habitats and seasonality: Linking PSII photochemistry

patterns to some physiological data in Pistacia lentiscus L.
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Abstract - Seasonal variability of ecophysiological response of a dioecious species Pistacia
lentiscus L. was investigated in three highly contrasting ecological Mediterranean sites; arid,
semi-arid and coastal. The results showed a sensitivity of P. lentiscus to low winter
temperatures, since the recorded predawn Fv/Fm values were below 0.77. A chronic
photoinhibition which affects both sexes was most remarkable in coastal sites (0.71). This was
accompanied by a lowest chlorophyll a content (0.6.µg. g-1. fw) compared to the other sites
and also by a lower antenna energy conversion efficiency as suggested from light-response
curves analysis. In spring, a sexual dimorphism was observed during fruiting stage, female
plants predawn Fv/Fm ratio was significantly higher than that of male individuals. From this
result we suggest that P. lentiscus fruiting carbon-demand involved source-regulated
metabolic pathways. During summer, the protection of the photosynthetic apparatus against
chronic photoinhibition was justified by high values of Carotenoid / total chlorophyll ratio
essentially, in arid and saline sites. P. lentiscus plants were unstressed during autumn but the
highest resilience capacity was observed from arid stands by improved photochemichal
quenching mechanisms. Comparisons between variables revealed that the ratio Fv/Fm and
total chlorophyll contents were significantly correlated suggesting possible link between leaf
fluorescence and reflectance properties in the perspective of investigating photosynthetic
function at landscape level.
Key Words: Pistacia lentiscus L., seasons, chlorophyll a fluorescence, photoinhibition, water
potential, sex, aridity, salinity.

4.1. Introduction

The Mediterranean climate induces on plant several types of stress that have an impact on
their growth and development. Despite the mild winter climate compared to other regions of
the globe productivity of Mediterranean plants is often severely inhibited. This inhibition is
exacerbated in summer because the weather is particularly hot and dry. Autumn marks the
beginning of precipitations, a physiologically key season since it allows to assess plants
resilience, depending on the intensity of summer drought. In addition to the above-mentioned
constraints, the coastal regions are influenced by other factors such as salt spray.

Pistacia lentiscus is one of the plants that is found both in the Mediterranean coast and inland.
It is a sclerophyllous dioecious shrub which forms up to 2 m high, sometimes attaining a tree
growth form in the more humid and protected sites (Munne-Bosch and Penuelas, 2003). P.
lentiscus is a low altitude species which is very common in the Mediterranean Basin.

Exposure of plants to drought stress induces changes in most physiological and biochemical
processes resulting in a disturbance on normal growth and productivity (Zhang et al., 2005).
Stressors affect either directly or indirectly the function of the photosynthetic apparatus and
the performance of leaves and often modify their optical and fluorescence proprieties
(Lichtenthaler et al., 2000). Indeed, under these conditions, the mechanisms for disposing of
excess energy do not work efficiently, thus causing changes in the competition reactions of
photochemistry, heat loss and fluorescence (Naumann et al., 2007; Longenberger et al.,
2009). As a result, 2 types of photoinhibition may occur: temporary or dynamic and sustained
photoinhibition. The former is linked to physiological processes that are quickly reversible
(Long et al., 1994) while the latter depends on mechanisms that are slowly reversible as well
as permanent dysfunction of the photochemical machinery (Osmond, 1994). Fluorescence
analysis has become a powerful and widely used technique among plant physiologists and
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ecophysiologists (Maxwell and Johnson, 2000; Einhorn et al., 2004). It provides information
about overall photosynthetic potential of the plant (Rose and Haase, 2002) and for early stress
detection (Lichtenthaler et al., 2005). In addition to instantaneous fluorescence parameter
measurements, it is often desirable to get a deeper knowledge of plant photosynthetic
machinery and this may be achieved through light-response curves measurements (Rascher et
al., 2000).

Previous ecophysiological studies of P. lentiscus male and female plants showed that at
fruiting stage, females strongly reduced new leaves occurrence and the subsequent reduced
photosynthetic capacity was compensated by delaying older leaves abscission compared to
male plants (Jonasson et al., 1997). Correia and Barradas (2000) realized summer
measurements and they concluded that in natural stress conditions, female shrubs have a
lower CO2 assimilation rates and stomatal conductances compared to male plants. On the
other hand, in situ gas exchanges measurements were carried out throughout a year but solely
focused on female plants of P. lentiscus growing in 2 contrasting sites (Flexas et al., 2001).

In this study, we examined the ecophysiological behavior of female and male plants of P.
lentiscus in 3 contrasting sites during the 4 seasons. Our specific goals were: (i) to provide by
fluorescence measurements, a functional basis of sexes coexistence within habitats. This
could help predicting future plant community sex-ratio patterns; (ii) to test the hypothesis that
the compensatory effect of the photosynthesis capacity developed by female plants during
fruiting is accompanied by physiological changes in photosynthesis apparatus; (iii) to find
possible links between leaves fluorescence parameters and plant physiological data in the
perspective of large-scale ecosystem studies by remote-sensing approaches.

4.2. Materials and methods

4.2.1. Plant material and growth conditions

This study was conducted on three sites in the vicinity of Marseille (France) at different
ecological conditions but very close geographically: Montespin (semi-arid), Montredon
(coastal) and Callelongue which was situated away from salinity but belonging to the most
arid area in France with annual precipitations ranging from 300-400 mm.

Weather data averages of these sites are represented by the nearest station which is located in
Marignane (Fig. 39). It is clear from this figure that winter (February), is characterized by low
temperatures (<4 0C) combined with low rainfall (<50 mm). In spring (April), there is
increased rainfall (100 mm) and minimum temperatures (10 0C). The driest season is summer
with the lowest rainfall (<1mm) and the highest minimum temperatures (20 0C) followed by a
recovery in the autumn with a maximum rainfall recorded in September.

Three populations per site were chosen in order to take into account the variability of
environmental conditions. 12 individuals of Pistacia lentiscus L. (6 males and 6 females in
order to reduce sex effect on fluorescence measurements) with the same age were chosen per
population.
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Fig. 39. Annual mean monthly precipitation (in columns) and minimal air temperature in
2009 at Marseille-Marignane (Lat. 43°26'12"N and Long. 5°12'54"E) in south-eastern France.
Data source: METEO-FRANCE.

Chlorophyll a fluorescence measurements, water potential and pigments analysis were done in
fully expanded leaves of Pistacia lentiscus shrubs. These measurements were conducted
along the year at predawn before sunrise (6h:00): in winter (10-23 February 2009), spring (18-
22 April 2009), summer (21 June-1 July 2009) and finally in autumn (3 November-9
December 2009). One measure was done per tree and season.

4.2.2. Predawn leaf water potential

One measure of leaf water potential per tree was determined at predawn in the field using a
pressure chamber of Scholender type (Scholender et al., 1965). It is also indicator of soil
water potential because of absence of transpiration in darkness before sunrise.

4.2.3. Predawn leaf pigments analysis

Leaves were collected at predawn then wrapped in aluminum foil to avoid degradation of
pigments by light then stored at - 20°C until use. Chlorophyll and total carotenoids were
extracted with acetone (80%), filtered through Millipore membrane (0.45 µm pore size).
Quantification was performed with a spectrophotometer (BioMateTM3) by measuring their
absorbance at 663, 646 and 470 nm according to Wellburn (1994).

4.2.4. Predawn chlorophyll a fluorescence and light-response kinetic measurements

The leaf chlorophyll a fluorescence measurements (12 measures per population: 36 measures
per site) were performed with a portable pulse-amplitude modulated Fluorometer (Hansatech
King’s Lynn, Norfolk, PE32 1JL, England) equipped with a leaf clip holder. Five incident
photosynthetically active irradiance (PAR) intensities were used in order to simulate day and
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seasonal environmental conditions: 360, 540, 900, 1260 and 1620 µmol Photons/m²/s were
selected for winter measurements while, 360, 540, 900, 1440 and 2160 µmol photons/m²/s
were PAR levels in spring, summer and autumn. A light saturating pulse (8.000 µmol
Photons/m²/) was applied for each actinic light only when the steady-state fluorescence
intensity was reached. Fluorescence measurements were conducted in central part of sun leave
lamina using dark-adaptation leaf clips. Maximum quantum efficiency of PSII reaction
centers was determined from the ratio of variable to maximal fluorescence, i.e. Fv/Fm = (Fm-
F0)/Fm. F0 is minimum fluorescence level of a dark-adapted plant with the PSII primary
acceptor ‘open’ (QA fully oxidized) which is obtained by application of low-intensity red
measuring light source (630 nm). Fm is the maximal fluorescence level achieved upon
application of saturating flash of light (8000 µmol photons/m²/s), such that all primary
quinone electrons acceptor in PSII are closed (QA fully reduced).
The photochemical efficiency in the light adapted state of photosystem 2 (ΦPSII) is calculated
from (Fm'- Fs)/Fm' according to Genty et al. (1989) where Fs is steady-state fluorescence, and
Fm’ is the maximal fluorescence during saturating light flash.
Two quenching coefficient were assessed: Non-photochemical quenching of chlorophyll
fluorescence (NPQ) was calculated as (Fm - Fm’)/Fm’ (Bilger and Björkman, 1990) which
express the dissipation of excess energy as heat and qP, a photochemical quenching was
calculated from (Fm’ - Fs)/(Fm’ - F0) which gives an indication of the proportion of PSII
reaction centers that are open (Maxwell and Jonhson, 2000).

4.2.5. Statistical analyses

Predawn data were analyzed by ANOVA model. Turkey’s HSD (Honestly Significant
Differences) procedure was used to test for significant differences in fluorescence ratio
Fv/Fm, pigment contents and water potential between sex, population, sites and seasons. The
statistical analyses were performed using R statistical software (R development Core Team,
2009) and the package “agricolae” (De Mendiburu, 2010).

Light kinetics data were fitted to exponential and square root models. Before statistical
analysis, the exponential actual quantum yield and photochemical quenching coefficient
models were then fitted to linear regression using Log transformed data. In the case of the
Non-Photochemical Quenching coefficient, data were square transformed. Hence, covariance
analysis (ANCOVA), with light intensities as the covariate was used to compare slopes
between sex and sites for each season and significant differences in quantum yield,
photochemical and non-photochemical quenching coefficients were determined with Tukey’s
test. Curves fitting and statistical analyses were performed using Statgraphics Centurion XV
software.

4.3. Results

4.3.1. Spatial and temporal variations of predawn leaf water potential

ANOVA (Tab. 1) revealed that predawn leaf water potential was strongly mediated by site x
season interaction (p = 4.1 10-8) with a smaller influence of site (p = 7.10-7) and season (p =
0.000). There was no Population and sex effects on leaf water potential. Two-way-ANOVA
followed by Tukey’s HSD test showed that P. lentiscus leaves from costal habitats exhibited
the lowest water potential all over the seasons (Fig. 40). For instance predawn leaf water
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potential in summer were - 2.75, -2.25 and -1.5 MPa in coastal, arid and semi-arid sites,
respectively.

Fig. 40. Leaf water potential of P. lentiscus leaves. Site versus season interaction. Means of
n=36 with standard errors, p < 0.05.

4.3.2. Spatial and seasonal variations of predawn maximum quantum efficiency and leaf
photosynthetic pigment contents.

ANOVA performed (Tab. 9) showed that predawn maximum efficiency of PSII (Fv/Fm) was
highly influenced by site x season interaction (p = 0.002) and also by Sex versus Season
interaction (p = 0.03). No population effect was observed. Two-way-ANOVA followed by
post hoc test regarding site x season revealed that, the lowest value of the ration Fv/Fm (0.70)
was recorded in coastal stands during winter (Fig. 41). In summer the lowest data of this ratio
was obtained in both coastal and arid stands whereas in autumn the latter site exhibited the
highest ratio (0.80). The maximum quantum efficiency for both sexes is independent to site
conditions but is largely determined by season changes (Fig. 42). Indeed Fv/Fm of female
plants (0.83) was significantly higher in spring compared to males (0.80).

Tab. 9. ANOVA analysis of pigment content (µg. g-1 fw), Fv/Fm and leaf water potential
(MPa) measured at predawn in P. lentiscus leaves (only significant differences are shown).
Means of n= 36 per site.

Chlorophyll
a

Chlorophyll
b

Total
chlorophyll Carotenoids

Carotenoid/Total
chlorophyll Fv/Fm

Water
potential

Site 0.001 0.002 0.001 0.000 0.003 0.02 7.1 10-07

Site:Population 7.1 10-06 0.000 7.4 10-06 0.02

Sex 0.025

Season 0.02 0.000
Site:Season 8.15 10-10 1.1 10-08 9.6 10-10 0.004 1.1 10-05 0.002 4.1 10-08

Site:
Pop:Season 0.0004

Sex:Season 0.031 0.03
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Fig. 41. Variance analysis (ANOVA test, 5%) of predawn maximum efficiency of PSII
(Fv/Fm)  site vs season interaction.

Fig. 42. Variance analysis (ANOVA test, 5%) of predawn maximum efficiency of PSII
(Fv/Fm) season vs sex interaction

Taking into account P. lentiscus leaves pigment contents, there was no significant difference
between sexes (Table 1). Significant effects of site versus season interaction (p < 0.001) on
chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophylls and the ratio carotenoid/total chlorophylls
were recorded (Fig. 43: A, B, C and D). The lowest contents of chlorophyll a (0.4-0.8 µg.g-1

fw) were obtained in coastal stands during winter, spring and summer (Fig. 43A). This
observation was also confirmed for both chlorophyll b (Fig. 43B) and total chlorophylls (Fig.
43C) contents. However, in autumn coastal and arid leaves of P. lentiscus were characterized
by a significantly higher content of total chlorophylls compared to semi-arid plants (Fig.
43C). Regarding the ratio carotenoid/total chlorophylls, the highest ones were obtained during
summer from leaves of arid and coastal sites (Fig. 43D).

4.3.3. Correlations between predawn physiological parameters

A significant correlation was established between predawn leaf water potential and the ratio
carotenoid/total chlorophylls (Fig. 44A). This ratio decreases exponentially with the absolute
value of water potential. Carotenoid and total chlorophylls were also correlated (Fig. 44B) as
well as total chlorophyll versus the ratio Fv/Fm (Fig. 44C).
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Fig. 43. Variance analysis (ANOVA test, 5%) of pigment contents in leaves of Pistacia
lentiscus L. site vs season interaction. A: Chlorophyll a, B: chlorophyll b, C: Total
chlorophyll, D: Carotenoid/Chlorophyll ratio.

Carotenoid/Chlorophyll (µg.g-1 fw) Carotenoid (µg.g-1 fw) Total chlorophyll (µg.g-1 fw)

Water potential (MPa) Total chlorophyll (µg.g-1 fw) Fv/Fm

Fig. 44. Correlation curves between predawn physiological parameters; A:
Carotenoid/Chlorophyll (µg.g-1 fw) and Water potential (MPa); B: Carotenoid (µg.g-1 fw) and
Total chlorophyll (µg.g-1 fw); C: total chlorophyll (µg.g-1 fw) and Fv/Fm.

Y=0.27exp(-0.14x)

P<0.001

r=0.51

Y=1/(0.81+2.2/x)

P<0.001

r=0.84

Y=1/(0.3 – 3.2x2)

P<0.001

r=0.57

A CB
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4.3.4. Seasonal light-response models of the contrasting sites

4.3.4.1. Winter models

Fig. 45 shows the actual yield of PSII as a function of actinic light intensities recorded in situ.
The regression curves were adjusted to decreasing exponential functions with a significant
difference of yield between sites (F=133.6; p<0.001) sexes (F=5.02; p=0.02) and sex x site
interaction (F=5.85; p=0.003) as presented in table 2. Indeed, the effective quantum yield of
photon energy conversion in PSII was significantly different for both male and female plants
of semi-arid population compared to coastal and arid sites. Moreover, the quantum yield
between sexes were significantly different in semi-arid stands (Fig. 45: B1 and B2).
Especially, the light radiation which induces the half maximal inhibition of the maximal
efficiency of PSII in dark acclimated leaves (Y1/2) were 2888 and 2166 µmol photon m-2.s-1

for female and male plants, respectively.
The photochemical quenching (qP) data significantly fit to exponential function (Fig. 46). The
kinetics exhibited some differences between sites (F=25.50; p<0.001) but not among sexes
(Tab. 2). The decay constant of both male and female individuals of qP kinetics from coastal
stands were significantly lower than those of arid and semi-arid stands. In other terms, in the
case of male individuals for instance, the light intensity that causes the closure of half
maximal openness of PSII reaction centers in dark adapted state (qP1/2) were 5776, 4332 and
3850 µmol photon m-2.s-1 for coastal, semi-arid and arid stands, respectively.
NPQ (Non-Photochemical Quenching) regression lines were adjusted to square-root functions
(Fig. 47) but the differences were significant only between sites (F=6.17; p=0.002) (Tab. 10).

4.3.4.2. Spring models

PSII actual quantum yield kinetics during spring were significantly different for the factor site
(F=66.81; p<0.001) and sex (F=13.25; p<0.001) and the interaction sex x site was not
significant (Tab. 10). Regardless the sites, the quantum yield kinetics differ between plant
sexes (Tab. 11). Y1/2 for male individuals were 2567, 2888 and 3150 µmol photon m-2.s-1 for
coastal, semi-arid and arid stands, respectively. For females, these light radiations were 3150,
3850 and 4077 µmol photon m-2.s-1 in coastal, semi-arid and arid sites, respectively. Taking
into account the photochemical quenching data pattern (Tab. 10), there was significant
difference only between sites (F=7.77; p<0.001). For female plants any difference was shown
among the sites (Tab. 11) but, appreciable differences were observed considering male
populations of semi-arid and arid sites; qP1/2 were 4951 and 9902 µmol photon m-2.s-1,
respectively. NPQ patterns exhibited difference only between sites (F=3.06; p=0.047). NPQ
of coastal males population was higher than that of semi-arid stands (Tab. 10 and 11).

4.3.4.3. Summer models

Some differences regarding the actual quantum yield were observed only among sites
(F=152.2; p<0.001), there was no interaction sex x site (Tab. 10). The decay constant of this
yield for samples of semi-arid site was about 2-fold that of the other sites (Tab. 11).
Consequently, Y1/2 of semi-arid male individuals was 5335 µmol photon m-2.s-1 whereas that
of the arid and coastal stands was 2235 µmol photon m-2.s-1.
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The photochemical quenching coefficient kinetics were similar for both male and female
plants regardless the sites investigated (Tab. 10 and 11). Only a site effect was noticed
(F=16.5; p<0.001) male individuals exhibited significant differences between coastal and
semi-arid sites. NPQ kinetics showed significant differences for the factors sex (F=5.69;
p=0.017) site (F=42.96; p<0.001) and the interaction site x sex (F=3.56; p=0.029). Among
sexes the difference was shown only in coastal stands (Tab. 10 and 11). The lowest value of
NPQ at suturing light intensity was recorded in semi-arid stands (1.03) compared to coastal
and arid zones (1.68 and 1.58, respectively).

4.3.4.4. Autumn models

PSII actual efficiency kinetics during autumn exhibited significant differences among sexes
(F=14.72; p=0.001), sites (F=143.82; p<0.001) and the interaction site x sex was not
significant.  Similar patterns were obtained for sexes except for samples of arid stands (Tab.
10 and 11). In particular, Y1/2 of male individuals was 4077 µmol photon m-2.s-1 while that of
female plants was about 5332 µmol photon m-2.s-1. No sex effect was shown with qP kinetics
but this was significant for the factor site (F= 159.7; p<0.001) and the interaction sex x site
(F= 6.24; p=0.002). qP1/2 for females of semi-arid populations was about  2772 µmol photon
m-2.s-1 corresponding to about one third that of coastal and arid sites (Tab. 10 and 11).
Regarding the kinetics patterns of NPQ, site (F= 52.51; p<0.001) and sex x site interaction
(F=6.67; p=0.001) effects were shown but there was no sex effect (Tab. 10 and 11).

Tab. 10. ANCOVA analysis (p<0.05) of the response curves of actual PSII efficiency
(ΦPSII),  the photochemical quenching coefficient (qP), the non-photochemical quenching
coefficient (NPQ) to light intensity in predawn leaf of P. lentiscus from coastal, semi-arid
and arid sites during spring, summer, autumn and winter.

Season Parameter
Site Sex Site x Sex interaction

F P F P F P
Spring ΦPSII 66.81 <0.001 13.25 <0.001 n.s

qP 7.77 <0.001 n.s n.s
NPQ 3.06 0.047 n.s n.s

Summer ΦPSII 152.20 <0.001 n.s n.s
qP 16.50 <0.001 n.s n.s
NPQ 42.96 <0.001 5.69 0.017 3.56 0.029

Autumn ΦPSII 143.82 <0.001 14.72 0.001 n.s
qP 159.70 <0.001 n.s 6.24 0.002
NPQ 52.51 <0.001 n.s 6.67 0.001

Winter ΦPSII 133.60 <0.001 5.02 0.025 5.85 0.003
qP 25.50 <0.001 n.s n.s
NPQ 6.17 0.002 n.s n.s
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Tab. 11. Regression equations (p<0.001) of the response curves  of actual PSII efficiency
(ΦPSII),  the photochemical quenching coefficient (qP), the non-photochemical quenching
coefficient (NPQ) to light intensity in predawn leaf of P. lentiscus from coastal, semi-arid
and arid sites during spring, summer and autumn. Difference between site and sex was tested
through ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: d<c<b<a.

Season Parameter
Coastal Semi-arid Arid

MALE Female MALE Female MALE Female

Spring ΦPSII y=0.79exp
(- 2.7.10-4 x)
r=-0.91
d

y=0.82exp
(- 2.2.10-4 x)
r=-0.88
bc

y=0.81exp
(- 2.4.10-4 x)
r=-0.77
c

y=0.82exp
(- 1.8.10-4 x)
r=-0.88
ab

y=0.79exp
(- 2.2.10-4 x)
r=-0.81
c

y=0.82exp
(- 1.7.10-4 x)
r=-0.88
a

qP y=0.96exp
(- 9.10-5 x)
r=-0.69
ab

y=0.97exp
(- 1.1.10-4 x)
r=-0.80
ab

y=0.98exp
(- 1.4.10-4 x)
r=-0.63
b

y=0.97exp
(- 9.10-5 x)
r=-0.76
ab

y=0.97exp
(- 7.10-5 x)
r=-0.76
a

y=0.98exp
(- 7.10-5 x)
r=-0.77
a

NPQ y2=0.11 +
4.7.10-4 x
r=-0.93
a

y2=0.10 +
4.7..10-4 x
r=-0.93
ab

y2=0.12 +
4.10-4 x
r=-0.88
b

y2=0.16 +
4.10-4 x
r=-0.88
ab

y2=0.12 +
4.10-4 x
r=-0.89
ab

y2=0.12 +
4.10-4 x
r=-0.92
ab

Summer ΦPSII y=0.77exp
(- 3.10-4 x)
r=-0.80
b

y=0.77exp
(- 4.10-4 x)
r=-0.78
b

y=0.83exp
(- 1.10-4 x)
r=-0.76
a

y=0.82exp
(- 1.10-4 x)
r=-0.76
a

y=0.77 exp
(- 3.10-4 x)
r=-0.83
b

y=0.76 exp
(- 3.10-4 x)
r=-0.78
b

qP y=0.95exp
(- 7.8..10-5 x)
r=-0.68
c

y=0.94exp
(- 6.7.10-5 x)
r=-0.72
c

y=0.97exp
(- 6.4.10-5 x)
r=-0.58
ab

y=0.96exp
(- 5.7.10-5 x)
r=-0.57
a

y=0.95exp
(- 7.10-5 x)
r=-0.64
bc

y=0.94exp
(- 6.2.10-5 x)
r=-0.58
bc

NPQ y2=0.22 +
5.10-4 x
r=0.87
b

y2=0.27 +
6.10-4 x
r=0.86
a

y2=0.22 +
4.10-4 x
r=0.82
c

y2=0.25 +
3.10-4 x
r=0.76
c

y2=0.21 +
5.10-4 x
r=0.88
b

y2=0.25 +
5.10-4 x
r=0.85
ab

Autumn ΦPSII
y=0.76exp
(- 1.5.10-4 x)
r=-0.77
b

y=0.78exp
(- 1.5.10-4 x)
r=-0.81
b

y=0.78exp
(- 3.3.10-4 x)
r=-0.94
c

y=0.82exp
(- 3.6.10-4 x)
r=-0.94
c

y=0.79exp
(- 1.7.10-4 x)
r=-0.77
b

y=750exp
(-1.3.10-4 x)
r=-0.79
a

qP y=0.99exp
(- 7.6.10-5 x)
r=-0.83
a

y=0.99exp
(- 7.5.10-5 x)
r=-0.83
a

y=0.97exp
(- 1.9.10-4 x)
r=-0.77
b

y=0.98exp
(- 2.5.10-4 x)
r=-0.77
b

y=0.99exp
(- 1.0.10-4 x)
r=-0.77
a

y=1.08exp
(- 8.1.10-5 x)
r=-0.79
a

NPQ y2=0.19 +
4.6.10-4 x
r=0.85
a

y2=0.20 +
4.7.10-4 x
r=0.85
a

y2=0.04 +
4.5.10-4 x
r=0.94
b

y2=0.06 +
4.4.10-4 x
r=0.92
b

y2=0.22 +
4.7.10-4 x
r=0.83
a

y2=0.17 +
4.1.10-4 x
r=0.87
ab
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Fig. 45. Typical response curves of actual PSII efficiency to light intensity (ΦPSII) in
predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal (A), semi-arid (B)
and arid (C) sites during winter. Difference between site and sex was tested through
ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: d<c<b<a.
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Fig. 46. Typical response curves of the photochemical quenching coefficient (qP) to light
intensity in predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal (A),
semi-arid (B) and arid (C) sites during winter. Difference between site and sex was tested
through ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: b<a.
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Fig. 47. Typical response curves of the non-photochemical quenching coefficient (NPQ) to
light intensity in predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal
(A), semi-arid (B) and arid (C) sites during winter. Difference between site and sex was tested
through ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: b<a.
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4.4. Discussion

Maximum quantum efficiency of PSII reaction centers (Fv/Fm) is widely used to detect
changes in the photosynthetic apparatus as a result of stress (Baker and Rosenqvist, 2004).
The reduction of this ratio is an excellent indicator of photoinhibition in leaves (Björkman and
Demmig, 1987). These authors considered that healthy C3 species, dark-adapted have an
Fv/Fm ratio ranging from 0.75-0.85. Photoinhibition is a complex mechanism that may be
reversible or not, depending on light intensity and duration (Osmond, 1994). This ratio
measured at predawn was lower in winter compared to that obtained all over the year
regardless plant sex and site constraints: 0.71, 0.75 and 0.76 in coastal, arid and semi-arid
sites, respectively (Fig. 41). Taking into account the above-mentioned definitions we can
conclude that P. lentiscus undergoes winter chronic photoinhibition especially, populations of
coastal environments. Winter chronic photoinhibition has been also shown for female plants
of P. lentiscus (Flexas et al., 2001) as well as for several Mediterranean plants (Olivera and
Peñuelas, 2000; Martinez-Ferri et al., 2004). The observed sustained down-regulation of PSII
efficiency may be the result of several factors such as low temperatures reduce enzyme
activity, a substantial decrease of PSII components and water availability. Among PSII
constituents, photosynthetic pigments were analysed and this led to the conclusion that leaves
of P. lentiscus from coastal stands exhibited the lowest content of chlorophyll a (Fig. 43A).
Because chlorophyll a are constituents of Photosystems antenna their low content would
reduce the photosystems functional properties and thereby, the maximal quantum efficiency
of PSII. The low content of chlorophyll a can also be regarded as a protective adaptive
mechanism in stressed plants (Kyparisis et al., 2000; Balaguer et al., 2002). Indeed,
Chlorophyll loss under excess sunlight reduces leaf photon absorption capacity, thus
preventing over-excitation of photosystems (Anderson et al. 1992). However, adaptation to
winter photoinhibition of Cistus albidus and Quercus ilex was not affected by chlorophyll
contents (Olivera and Peñuelas, 2000) suggesting that the decrease of chlorophyll a contents
as stress indicator is species-dependant.

In spring, P. lentiscus plants were not submitted to sustained photoinhibition but a sexual
dimorphism regarding PSII photochemistry was evident; females Fv/Fm ratio (0.84) was
higher than that of males (0.80) as shown in Fig. 41. On one hand, P. lentiscus set fruits in
April, but their development and maturation continue until autumn (Jordano, 1989;
Montserrat-Martí and Pérez-Rontomé, 2002). On the other hand, fructification coincides with
physiological gender differences and thus, sex-related photosynthesis responses are not
excluded as reported earlier for other species (Laporte and Delph, 1996; Letts et al., 2008; Xu
et al., 2008a). In particular, a higher rate of photosynthesis was found from male individuals
compared to females and this led to suggest that females have evolved sink-regulated
mechanisms to cope with fruiting carbon demand. In our study, the sexual differences
occurred only during the favorable period of growth with a high Fv/Fm ratio for females and
these could mean that fruiting carbon demand of P. lentiscus rather, involves source-regulated
mechanisms. If so, it is was tempting to identify the components that would be sex-related
demands. By examining spring photosynthetic pigment traits, we found that these components
were not sex-dependent (Tab. 9).

Surprisingly, the measurements carried out in summer, did not showed any chronic
photoinhibition as the recorded Fv/Fm values were typically that of unstressed plants. This
photosynthesis response is associated with an increase of the ratio carotenoid/total
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chlorophylls in coastal and arid stands whereas it remained unchanged in semi-arid
populations (Fig. 43D). These observation indicate the plasticity of P. lentiscus
photosynthesis machinery in contrasting environments. The increase of carotenoid contents
may be interpreted as preventing photodomage occurrence. Indeed, carotenoids of thylakoïde
membranes act as a protective system, since they abduct or prevent the formation of radicals
or other reactive molecular species, especially those derived from oxygen (Demmig-Adams et
al., 1989; Krause, 1988). Moreover, these pigments annul the chlorophyll triplet and stimulate
the transition of oxygen singlets into triplets (Long et al., 1994). This mechanism of
protection of photosynthetic apparatus from oxidative damage is a common pattern for several
species to cope with excess energy that they need for their photosynthesis (Choudhury and
Behera, 2001). As well as in summer, P. lentiscus plants were unstressed during autumn but
the highest predawn Fv/Fm ratio was observed from arid stands. This finding highlights the
importance of plants resilience in harsh environments.
Integrating the different physiological parameters all over the 4 seasons led to establish
several significative correlations (Fig. 44). Among these, carotenoids increase with total
chlorophyll contents. This result is in accordance with the involvement of DOX/MEP
pathway in the coordinated biosynthesis of carotenoids and the long alcoholic side-chain of
chlorophylls. Hence, GGR2 and PSY genes presumably, are key regulatory node that
determine carotenoids/ total chlorophylls balance as demonstrated from transcriptomic
analysis of Arabidopsis thaliana (Meier et al., 2011). We also found a strong correlation
between total chlorophyll content and the predawn Fv/Fm ratio. This could mean that remote-
sensitive measurements of P. lentiscus leaves chlorophyll reflectance could give health
appreciation of large scale population.
P. lentiscus PSII photochemistry was further investigated through light kinetic measurements
that simulated half diurnal course of leaf photosynthesis. The main goal was to get a deeper
insight into the plant physiological plasticity.

Durring winter, as above-mentioned by predawn measurements, P. lentiscus showed chronic
photoinhibition principally in coastal stands and it was thus tempting to address the questions
related to the underlying photoprotective quenching mechanisms. The constant decays of the
actual quantum yield  patterns did not changed significantly except for female plants in semi-
arid site (Fig. 45). This suggests that harsh environmental conditions during winter tend to
smooth plants sex-related photosynthesis light reaction differences. Photochemical reactions
within PSII result in the conversion of light into redox potential energy and this conversion is
called photochemical quenching (qP). A decrease in qP is attributed to an increase of the
reduction state of the QA pool, which means that high qP values in plants is synonym to
photoinhibition avoidance (Lu and Lu, 2004). There exist another decay mechanism for de-
excitation of chlorophyll a in competition with photochemistry. They are termed non-
photochemichal quenching (NPQ) and are often associated with such processus as: the
transthylakoid pH gradient (Δph), xanthophylls cycle and the aggregation of PSII light
Harvesting Complex (Ivanov et al., 2008). By examining our data, qP patterns were
significantly different between coastal stands and the other locations (Fig. 46). However, no
significant differences were observed regarding NPQ values (Fig. 47). Because ΦPSII is the
product of qP and the antenna conversion efficiency, the chronic photoinhibition observed
during winter in coastal stands rather, involves antenna conversion mechanisms of extra light
absorbed. These facts seem to corroborate the decrease of total chlorophyll contents shown
from leaves harvested at predawn.
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In spring, PSII actual quantum yield changes depending on sex and site conditions. Individual
males quantum yield decreases faster with increasing light radiation than that of female plants
in all the investigated sites (Tab. 11). A significant sex effect was clearly shown but when
taking into account the kinetics of qP and NPQ, only site effect was shown. The lower ΦPSII
exhibited by male individuals of coastal stand compared to those of coastal stands is rather the
result of an increase loss of energy by non-photochemical quenching processes. This is in
accordance with the significant higher content of carotenoids found in coastal stands. The
other highlight of these results is that neither qP nor NPQ could explain the difference in PSII
quantum yield between sexes in spring. Further directions should take into account the
possible loss of energy between its transfert from the antenna to PSII rection center and/or
stomata control of gas diffusion througouth the mesophyll.

In summer there was no sex effect when considering the constant decay of PSII quantum yield
efficiency. However, gas exchange measurements led to conclude that under stress conditions
in summer, P. lentiscus male individuals exhibited a higher CO2 assimilation rates compared
to females (Correia and Diaz Barrada, 2000). The higher rate of light conversion to chemical
energy by samples of semi-arid areas is clearly due to the involvement of photochemical
mechanisms. Indeed, because of the highest leaf water status in semi-arid sites, its reasonable
to hypothesize for an improved water splitting OEC-catalyzed. During autumn, arid stands
showed the lowest constant decay of actual PSII quantum yield curves (Tab. 11). By
examining the different quenching coefficients, its appears that the high resilience capacity of
these populations is the consequence of an improved photochemical quenching mechanisms.
Since photosystem reaction centers are composed by chlorophyll a dimmers, their low content
would reduce the proportion of functional photosystems and thereby the maximal quantum
efficiency of PSII. Thus, the high levels of chlorophyll a found in samples of arid zone may
explain their highest resilience capacity.

In conclusion to this work, P. lentiscus physiological behaviors change depending on
environmental constraints and season. The annual patterns of PSII maximal quantum yield
were characterized by a suboptimal activity during winter especially, coastal populations
exhibited a chronic photoinhibition. This is probably the result of several factors as salt and
polluted sprays as well as soil conditions. Although no chronic photoinhibition was shown
during summer and autumn, these seasons were highly site-discriminating. Summer climatic
conditions were much more critical for individuals of arid and coastal zones while in autumn
only individuals of arid environment showed a greater resilience to drought. This suggests a
possible long-term regression of the distribution P. lentiscus in coastal stands. Our results
confirm through functional approaches that P. lentiscus is a well adapted plant to drought and
coastal conditions. The leaves photodamage avoidance involves mainly photochemical
quenching mechanisms during summer and autumn. Non-Photochemical-Quenching
coefficient appeared as the most plastic of the fluorescence parameters investigated. A sexual
dimorphism was clearly shown in spring regardless of site conditions with a higher
photosynthesis activity for female individuals. Hence, in addition to the ability of female
plants to delay older leaves senescence, changes in PSII photochemistry are also involved.
Integrated over the year, the maximal quantum efficiency of PSII indicated a female-biaized
sex-ratio (0.79 and 0.81 for males and females, respectively). Our findings of a correlation
between total chlorophyll contents and the ratio Fv/Fm suggest possible functional ecology
studies on a large scale through light reflectance analysis.
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Fig. 48. Typical response curves of actual PSII efficiency to light intensity (ΦPSII) in
predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal (A), semi-arid (B)
and arid (C) sites during spring. Difference between site and sex was tested through
ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: d<c<b<a.
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Fig. 49. Typical response curves of the photochemical quenching coefficient (qP) to light
intensity in predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal (A),
semi-arid (B) and arid (C) sites during spring. Difference between site and sex was tested
through ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: c<b<a.
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Fig. 50. Typical response curves of the non-photochemical quenching coefficient (NPQ) to
light intensity in predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal
(A), semi-arid (B) and arid (C) sites during spring. Difference between site and sex was tested
through ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: b<a.
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Fig. 51. Typical response curves of actual PSII efficiency to light intensity (ΦPSII) in
predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal (A), semi-arid (B)
and arid (C) sites during summer. Difference between site and sex was tested through
ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: b<a.
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Fig. 52. Typical response curves of the photochemical quenching coefficient (qP) to light
intensity in predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal (A),
semi-arid (B) and arid (C) sites during summer. Difference between site and sex was tested
through ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: c<b<a.
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Fig. 53. Typical response curves of the non-photochemical quenching coefficient (NPQ) to
light intensity in predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal
(A), semi-arid (B) and arid (C) sites during summer. Difference between site and sex was
tested through ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: c<b<a.
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Fig. 54. Typical response curves of actual PSII efficiency to light intensity (ΦPSII) in
predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal (A), semi-arid (B)
and arid (C) sites during autumn. Difference between site and sex was tested through
ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: c<b<a.
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Fig. 55. Typical response curves of the photochemical quenching coefficient (qP) to light
intensity in predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal (A),
semi-arid (B) and arid (C) sites during autumn. Difference between site and sex was tested
through ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: <b<a.
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Fig. 56. Typical response curves of the non-photochemical quenching coefficient (NPQ) to
light intensity in predawn leaf of male (1) and female (2) plants of P. lentiscus from coastal
(A), semi-arid (B) and arid (C) sites during autumn. Difference between site and sex was
tested through ANCOVA, P<0.05. Significant differences are shown in letters: <b<a.
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Cette étude fera objet d’un article qui sera soumis après soutenance dans une revue à
renommée établie. Titre en anglais : Salt stress in Pistacia lentiscus L. seedlings: gas
exchange, chlorophyll fluorescence and confocal microscopy micrographs analysis

Résumé - Le lentisque est l’une des espèces méditerranéennes tolérantes à la salinité. Nous
sommes intéressés à l’effet de NaCl (600 mM) sur les paramètres de fluorescence, des
échanges gazeux et sur l’imagerie fonctionnelle chez les plantules de lentisque âgées de 10
mois, originaires de Montredon; station maritime située à Marseille. L’étude de la
compartimentation de Na+ dans les tissus foliaires a aussi été explorée dans ce travail.
Les résultats obtenus à l’aide d’un Li-Cor 6400-40 montrent que le stress salin réduit
significativement l’ensemble des paramètres de fluorescence (qp, ETR, ΦPSII et Fv/Fm) et
des échanges gazeux (gs, Pn et ΦCO2). La photosynthèse est inhibée essentiellement par des
limitations stomatiques. L’ajout de CaCl2 améliore nettement les performances
photosynthétiques de cette espèce comparées aux plantules testées uniquement avec une
solution à NaCl. Les images prises au microscope confocal révèlent que le sodium peut aussi
être excrété dans les épidermes ou bien stocké dans les parois de cellules du parenchyme
palissadique.

Mots-clés: P. lentiscus, salinité, échanges gazeux, fluorescence de la chlrophylle, microscope
confocal, CaCl2.

5.1. Introduction

Dans les régions semi-arides et arides, les végétaux sont exposés aux divers facteurs de stress
abiotiques (Ashraf, 2004). Parmi eux, la salinité est l’une des contraintes environnementales
majeures (Han et al., 2010) qui en réduisant la disponibilité d’eau dans le sol, affecte
profondément la physiologie des végétaux et en particulier la photosynthèse ce qui limite par
conséquent leur croissance et leur productivité (Flexas et al., 2004; Kanai et al., 2007;
Naumann et al., 2007; Munns et Tester, 2008).

Bien que les sols salins contiennent beaucoup de sels à des concentrations élevées, le NaCl
domine généralement (Zhang et al., 2010a). Les effets nocifs des conditions salines sur la
plupart des espèces sont principalement provoqués par une combinaison de stress osmotique
et le stress ionique exercé par le Na+ et/ou le Cl- (Tavakkoli et al., 2011). Ces éléments sont
toxiques pour le métabolisme cellulaire surtout lorsqu’ils sont en forte concentration dans le
cytoplasme (Munns et Tester, 2008; Tavakkoli et al., 2010; Teakle et Tyerman, 2010) ce qui
serait à l’origine des stress oxydatifs pour la plante (Tounekti et al., 2011). Ces effets sont
cependant additionnés en présence de NaCl (Tavakkoli et al., 2011).

La photosynthèse est l’une des fonctions physiologiques la plus inhibée par l’effet de NaCl
(Akram et al., 2011). Cette réduction serait due soit aux limitations stomatiques soit à
l’inhibition des voies métaboliques ou bien par la combinaison de ces dernières.

5.  Le stress salin chez les plantules de Pistacia lentiscus L. : analyse des échanges

gazeux, de la fluorescence de la chlorophylle et d’images en microcopie

confocale.
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Pour faire face à cette contrainte majeure, les végétaux ont développé diverses stratégies
physiologiques, parmi lesquelles, nous citons le maintient de l’état hydrique de la plante par la
réduction de la transpiration mais aussi par des ajustements de leurs appareils
photosynthétiques. Aussi, la séquestration des ions dans la vacuole ou dans d’autres organes
d’excrétion atténue considérablement l’effet de ces sels dans la cellule.

Le lentisque est l’une des espèces méditerranéennes, sempervirentes la plus tolérante aussi
bien à l’aridité (Vilagrosa et al., 2003; Tattini et al., 2006; Ozturk et al., 2010) qu’à la salinité
(Armas et Pugnaire, 2009; Barazani et Golan-Goldhirsh, 2009). C’est une espèce très
recommandée dans les reboisements des zones arides (Cortina et al., 2008). L’étude
écophysiologique des plantules de cette espèce permettrait de faciliter le choix des génotypes
les plus résistants à la salinité.

Nous sommes focalisés dans ce travail sur l’effet du NaCl sur la physiologie des plantules de
lentisque à travers les paramètres de fluorescence chlorophyllienne et des échanges gazeux.
Ces plantules sont originaires de Montredon, station littorale aux environs de la ville de
Marseille. Aussi, l’étude de la compartimentation du sodium dans la feuille de plantule a été
explorée dans ce travail.

5.2. Matériel et méthodes

5.2.1. Germination des graines

Nous avons récolté des graines de lentisque au stade de maturation  au mois de décembre
2008 à Montredon, station littorale en France. Une fois séchées à l’air libre pendant 10 jours,
ces graines sont conservées au réfrigérateur (-2C0). Elles sont mises (sans subir de
scarification mécanique) à germer pendant 25 jours (mois de mars) dans des boites de Pétri
bien stérilisées à l’alcool. Des plantules au stade d’une seule foliole sont transplantées dans
des pots contenant du sable (2/3) et de la tourbe (1/3) et laissées croître dans une chambre de
culture de l’université de Provence dont les conditions sont : température 25°C, le
photopériodisme fixé à 11/13h et une radiation lumineuse de 500 µmol photon m-2 s-1.

5.2.2. Plantules de lentisque testées au stress salin

16 plantules de P. lentiscus âgées de 10 mois, ayant pratiquement la même taille, issues de la
germination de graines en  provenance de la station littorale de Montredon sont soumises au
stress salin. Ainsi, elles sont réparties en quatre lots contenant chacun 4 plantules. Quatre
modalités d’arrosage sont appliquées (250 ml par application) : avec de l’eau du robinet pour
le premier lot témoin, NaCl additionné avec du CaCl2 pour le second lot, NaCl pour le
troisième lot et enfin nous avons arrosé les plantules du dernier lot avec du CaCl2. 3 jours
après, nous avons procédé à l’arrosage des plantules des trois derniers lots avec NaCl pendant
12 jours, à raison d’un arrosage chaque 3 jours. Les concentrations des sels utilisés pour
chaque modalité sont : [NaCl] = 300 mM et [CaCl2]=10 mM. L’arrosage avec du CaCl2 est
réalisé dans le but de prévoir le comportement écophysiologique de cette espèce dans un sol
calcaire.
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5.2.3. Mesures des échanges gazeux et de la fluorescence chlorophyllienne

Les plantules de P. lentiscus qui sont soumises au stress salin ont fait objet de mesures des
échanges gazeux couplées à celles des mesures de la fluorescence de la chlorophylle foliaire.
24 heures après chaque arrosage avec une solution de NaCl et pour chaque modalité utilisée, 3
mesures par plantule de la conductance stomatique (gs), efficacité réelle de l’utilisation de la
lumière (ΦPSII), rendement quantique de la réduction du CO2 (ΦCO2) et (Pn) et le
pourcentage des centres réactionnels des photosystèmes qui sont à l’état ouvert (qP) sont
réalisées.

Ces mesures sont réalisées à l’aide d’un Li-COR 6400 XT U.S.A. équipé d’une chambre de
fluorescence. Les capteurs de mesures sont deux IRGA (Infra Red Gas Analyser) affectés l’un
à l’air de référence, l’autre à l’air soumis à l’échantillon. Ces IRGA sont à proximité
immédiate avec la chambre de mesure qui se trouvent  réunies dans la même pièce.

Durant les mesures, le CO2, la température de l’air et l’humidité relative dans la chambre de
mesures sont maintenus à 400 µmol mol-1 et 25°C et 70% respectivement. Le niveau de PAR
est fixé à  500 µmol/Photons/m²/s.

Les mesures ne sont réalisées que lorsque la conductance stomatique et l’assimilation du CO2
sont stables. Il est important de procéder au contrôle de l'étalonnage des IRGA, de l’efficacité
des pièges et de l’étanchéité du système avant toute mesure.

5.2.4. Observation des coupes de feuilles de lentisque soumis au stress salin en microscopie
confocale

Des plantules de lentisque âgées de 10 mois sont arrosées avec une solution de NaCl à 600
mM pendant une semaine à raison d’un seul arrosage chaque deux jours. Au bout du 10ème

jour du stress, nous avons procédé à des coupes très fines au niveau de la partie centrale du
limbe des folioles et ce à raison de 3 coupes par feuilles et par plantule. Ces coupes sont
trempées à l’ombre pendant 10 heures dans 2 ml de solution contenant 132µl de l’ionophore
SBFI (Tetraammonium salt) +  16 µl de Pluronic F-127 + 1852 µl tampon HEPES à pH = 7.5.
Cette solution est répartie sur plusieurs vials pour contenir et séparer les différentes coupes.

Ces coupes sont abondamment rincées, puis montées dans une goute de tampon HEPES, entre
lame et lamelle et observées au microscope confocal (LSM 710, ZEISS, Objectif inversé,
grossissements oculaires = 10x23, grossissements objectifs = 10x, 20x, 40x, 63x et 100x) de
l’université de Provence. La raie d’excitation laser est de 480 nm et le signal d’émission de la
fluorescence de l’ionophore est de 515 nm. Les images en mode LSM sont analysées par
déconvolution des différents spectres d’émission : autofluorescence et fluorescence spécifique
de l’ionophore.

4.2.5. Analyses statistiques

Les données des échanges gazeux et de la fluorescence chlorophyllienne sont analysées par
une Anova à une seule ou à deux variable(s). Le test de Newman-Keuls est utilisé en vue de
tester la significativité des différences des variables mesurées entre les quatre modalités de
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lentisque étudiées. Ces analyses sont réalisées à l’aide d’un logiciel R (R Development Core
Team, 2009), en se servant du package agricolae (De Mendiburu, 2010).

5.3. Résultats et Discussions

L’arrosage répété des plantules du lentisque avec NaCl (dont la concentration est la moitié de
celle de l’eau de mer) ne révèle aucun signe visible de stress salin sur leurs parties aériennes
des plantules. Cependant, il affecte aussi bien la phase claire que la phase obscure de la
photosynthèse ce qui corrobore avec les résultats obtenus par Wang et al. (2007) chez les
plantules Populus popularis.

Les résultats de l’analyse de la variance à deux facteurs montrent un effet significatif de
chacun des facteurs salinité et durée de stress sur l’ensemble des paramètres mesurés chez les
plantules de lentisque (Tab. 12)

Tab. 12. Analyse de variance (Test d’Anova à deux variables, 5%) des différents paramètres
physiologiques étudiés chez les plantules de lentisque.

F P Sign. F                P Sign.
Pn ΦCO2

salinité 31.450 2.4210-12 *** salinité 3.3710+01 6.6810-13 ***
durée 6.921 0.000 *** durée 9.3010+00 6.4710-06 ***
salinité:durée 1.722 0.084 . salinité: durée 1.8910+00 0.054 .
Résiduels Résiduels
gs qP
salinité 13.276 9.4210-07 *** salinité 3.634 0.018 *
durée 41.668 2.2010-16 *** durée 3.836 0.008 **
salinité: durée 1.769 0.074 . salinité:durée 0.916 0.537
Résiduels Résiduels
ΦPSII ETR
salinité 4.1782 0.009 ** salinité 4.152 0.009 **
durée 4.779 0.002 ** durée 5.4427 0.000 ***
salinité: durée 0.758 0.690 salinité:durée 0.8931 0.558
Résiduels Résiduels

L’effet de la première application du stress salin entraine la réduction de tous les paramètres
physiologiques mesurés. Au delà de ce stade, les cinétiques sont différentes selon la modalité
et le temps de stress comparés aux plantules traitées initialement avec NaCl (Fig 57 et 59).

A l’exception des variables ΦPSII, ETR et qP (P>0.05), des différences significatives de la
photosynthèse, le rendement quantique de la réduction du CO2 et la conductance stomatique
sont enregistrées entre les 4 modalités à la fin du stress salin auquel les plantules du lentisque
sont soumises. Les moyennes les plus élevées sont en faveurs du lot témoin et le lot traité au
préalable avec du CaCl2 comparé au lot arrosé initialement avec le NaCl dont les valeurs
moyennes sont les plus faibles (Tab. 13).
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Tab. 13. Analyse de variance (Test d’Anova à une variable, 5%) entre les quatre modalités à
la fin du stress salin.

Facteurs F P Sign.
Pn
Modalité 8.857 0.002 **
Résiduels
gs
Modalité 4.244 0.029 *
Résiduels
qP
Modalité 1.325 0.312 N.S
Résiduels
ΦCO2

Modalité 21.412 4.1510-05 **
Residuels
ΦPSII
Modalité 1.396 0.292 N.S
Résiduels
ETR
Modalité 1.400 0.291 N.S
Résiduels

Les premières réponses du lentisque à la salinité se manifestent par une baisse rapide de la
conductance stomatique suite à la fermeture des stomates (Fig. 57A). Cette stratégie qui
consiste à réduire la perte d’eau vers l’atmosphère est très commune aux nombreuses espèces
qui sont soumises au stress hydrique comme c’est le cas de Eucalyptus globulus (Francesco et
Sebastiano, 2000); Phaseolus vulgaris (Flexas et al., 2004); Ipomoea batatas Lam.
(Haimeirong et Kubota, 2003), Fagus crenata (Lio et al., 2004) ou chez Helianthus annuus
(Cechin et al., 2006). En fermant ses stomates, il y a réduction de la quantité de CO2 dans les
sites de carboxylation (de Souza et al., 2001 in Suresh et al., 2010; Siti Aishah et al., 2011) ce
qui limite par conséquent la photosynthèse (Fig. 57B) et le rendement quantique de la
réduction du CO2 (Fig. 57C). Cette réduction de la photosynthèse par des limitations
stomatiques fut aussi décrite chez d’autres espèces notamment chez Ipomoea batatas Lam
(Haimeirong et Kubota, 2003) et P. latifolia (Ogaya et Peñuelas, 2003) soumises au stress
hydrique ou chez Olea europaea (Tattini et al., 1997), Bienertia sinuspersici (Leisner et al.,
2010), Phoenix dactylifera (Youssef et Awad, 2008), Atriplex portulacoides (Redondo-
Gómez et al., 2007), Populus euphratica (Wang et al., 2007), Glaucium avum (Cambrollé et
al., 2010), Zea mays (Akram et al., 2011), Phragmites australis (Gorai et al., 2011), Spartina
argentinensis (Redondo-Gómez et al., 2011) ou chez Hordeum vulgare (Tavakkoli et al.,
2011) vivants en conditions de stress salin.
La fermeture des stomates entrainent une augmentation de la température interne de la feuille,
l’augmentation de temps à autre de la conductance stomatique après les premiers traitements
en sel aurait certainement un intérêt dans le refroidissement de la plante en dégageant l’excès
de chaleur par la transpiration (Fleck et al., 1995).
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En plus de cette limitation stomatique, la réduction de la photosynthèse serait probablement
due en partie à une limitation du mésophylle à la conductance du dioxyde de carbone, comme
c’est le cas  de Solanum lycopersicum (Galmés et al., 2011) ou Beta vulgaris (Sagardoy et
al., 2010). Il est à signalé, que le plus souvent cette conductance du mésophylle pour le CO2
est variable en fonction des changements des conditions environnementales telles que la
sécheresse (Flexas et al., 2008;  Waren, 2008). Ainsi, les plantes adaptées à la sécheresse ont
souvent une conductance mésophylienne faible ce qui réduit d’avantage la concentration de
CO2 dans les sites de carboxylation (Flexas et al., 2008).

L’ETR peut être comparé au taux de CO2 assimilé puisque 4 électrons sont nécessaires pour
réduire une molécule de CO2. Nous avons enregistré une faible corrélation entre Pn et l’ETR
(r=0.4) (Fig. 58) chez le lentisque soumis au stress salin. Ainsi, une grande partie de l’énergie
qui découle du transfert d’électrons à travers la membrane thylakoïdienne est utilisée dans
d’autres fonctions autres que la réduction carbonée telle la photorespiration. Cette dernière,
permet de protéger les appareils photosynthétiques contre la photoinhibition en consommant
l’excès de l’énergie incidente non utilisée et non plus dissipée par la plante. La même voie de
protection fut aussi décrite chez Quercus ilex (Fillela et al., 1998), Solanum lycopersicum
(Haupt-Herting et Fock, 2002) et Reaumuria soongorica (Bai et al., 2008) vivants en situation
de stress hydrique.

La réduction de l’ETR (Fig. 59A) et ΦPSII (Fig. 59B) avec la durée du stress salin, serait due
à la fermeture des centres réactionnels à l’état ouvert (Fig. 59C) ou à la réduction de la
capture de photons par réduction de la taille des antennes collectrices. Les centres réactionnels
sont les sites de conversion de l’énergie photonique, captée par les pigments des antennes
collectrices, en énergie chimique générée par un transfert d’électrons le long de transporteurs
spécifiques (Foyer et al., 1990). Ces électrons servent finalement à la réduction de dioxyde de
carbone dans le cycle de Calvin. Lorsque le taux de CO2 est réduit par la fermeture stomatique
et ce en réponse au stress hydrique, l’oxygène peut servir d’accepteur final des d’électrons par
une phosphorylation pseudocyclique (Foyer et al., 1994) ce qui est à l’origine de la
production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). La fermeture des centres réactionnels
serait donc une stratégie efficace pour la protection de l’appareil photosynthétique contre une
éventuelle photooxydation chez le lentisque vivant en condition de stress hydrique.

Le prétraitement des plantules du lentisque avec CaCl2 avant qu’elles ne subissent le stress
salin diminue nettement les effets inhibiteurs du NaCl sur les paramètres photosynthétiques
comparés aux plantules traitées uniquement avec du NaCl. Les mêmes résultats sont obtenus
chez P. latifolia en saison estivale (Ogaya et Peñuelas, 2003) ou chez la même espèce (Tattini
et Traversi, 2008) et chez le fraisier (Khayyat et al., 2011) en réponse à la salinité. Cependant,
d’après ces derniers auteurs, ces effets positifs du chlorure de calcium sont moins importants
que ceux provoqués par le sulfate de calcium. Ces effets bénéfique de CaCl2 sont
essentiellement dus au Ca2+ qui est un cation bivalent essentiel dans la croissance et le
développement du végétal (White et Broadley, 2003) et joue un rôle dans la structure des
membranes et parois cellulaires (Martínez-Ballesta et al., 2008; Ding et al., 2010). Il est par
excellence, un messager secondaire intracellulaire lors d’un stress (White et Broadley, 2003;
McAinsh et Pittman, 2009; Dodd et al., 2010) assurant un rôle de protection contre les stress
oxydatifs (White et Broadley, 2003). Dans certains cas, il facilite l’adaptation des plantes à la
salinité en stimulant la synthèse des glandes de sécrétion des sels dans les feuilles comme
c’est le cas chez Limonium bicolor (Ding et al., 2010).



Chapitre 3. Résultats et Discussions

109

A B

C
Fig. 57. Effet du stress salin (NaCl) sur les plantules de Pistacia lentiscus. A: conductance
stomatique, B: photosynthèse et C: rendement quantique de la réduction du CO2

Fig. 58. Courbe de corrélation entre le rendement quantique de la réduction du CO2 et le taux
de transfert d’électrons.
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A B

C
Fig. 59. Cinétiques des paramètres de fluorescence de la chlorophylle, A: taux de transfert des
électrons, B: efficacité réelle de l’utilisation de la lumière et C: pourcentage des centres
réactionnels à l’état ouvert en fonction de la modalité et la durée de stress salin.

La tolérance des plantes à la salinité et dépendante de l’âge. Les résultats obtenus ne peuvent
pas être généralisés à des arbustes âgés étant donné que les plantules sont plus sensibles à la
salinité que les arbres matures comme l’ont souligné Youssef et Awad (2008).

La tolérance à la salinité chez de nombreuses espèces est fortement corrélée à l’exclusion du
sel en dehors des organes végétatifs (Munns et James, 2003; Läuchli et al., 2008; Munns et
Tester, 2008). En raison de l’absence d’organes d’excrétion du sel dans la feuille (Pignatti,
1997 in Tattini et Traversi, 2008), le lentisque, à l’image de plusieurs autres espèces séquestre
efficacement le Na+ dans la vacuole (Munns, 2002; M’rah et al., 2006) ce qui permet de
réduire la toxicité du cytoplasme par ces ions.

Les résultats des images fonctionnelles faites au microscope confocal révèlent que le sodium
absorbé par les racines est transporté à travers les tissus conducteurs (Fig. 60A) pour être
concentré dans les feuilles. En plus de sa séquestration dans la vacuole, le sodium peut être
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aussi stocké dans les cellules épidémiques (Fig. 60B) comme c’est le cas chez Durum wheat
(Läuchli et al., 2008) mais aussi dans les parois des cellules du parenchyme palissadique (Fig.
60C).

Fig. 60. Observations des coupes de feuilles de lentisque traitées avec NaCl (600mM) au
microscope confocal

Conclusion

Les plantules de lentisque sont très résistantes à la salinité. Le NaCl réduit à la fois les phases
lumineuse et obscure de la photosynthèse. L’adaptation de l’espèce à la salinité s’expliquerait
par un bon control stomatique mais aussi par l’exclusion de sodium dans les cellules
épidermiques ou son stockage dans les parois cellulaires. Les effets positifs de CaCl2 sur le
comportement écophysiologique des plantules de lentisque face à la salinité prévoient un
meilleur comportement de cette espèce dans un sol calcaire.
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L’objectif de cette thèse était de comprendre comment, deux espèces dioïques du genre
Pistacia, l’une sempervirente (P. lentiscus L.) et l’autre à feuilles caduques (P. atlantica
Desf.) s’adaptent aux conditions d’altitude, de salinité et d’aridité. Pour cela, nous avons
procédé  par des études morpho-anatomique, phytochimique et écophysiologique.

Dans la première partie, nous avons étudié la variabilité de trois populations algériennes de
pistachier de l’Atlas en relation avec la sécheresse. Ces travaux ont été complétés par des
études du stress hydrique sur des plantules originaires des stations d’Algérie. Cela a ainsi
permis d’identifier d’excellents marqueurs chimiques de l’aridité.

Pour la deuxième partie de ce travail, nous avons mis en évidence la grande variabilité des
composés terpéniques chez différentes populations algériennes de lentisque en relation avec
les conditions écologiques de l’altitude.

Dans la troisième partie, les travaux ont été réalisés in situ et en chambre de culture. Nous
avons ainsi étudié en France, la plasticité de l’appareil photosynthétique du lentisque pendant
les 4 saisons et dans 3 milieux différents: littoral, semi-aride et aride. Les analyses ont été
faites sur la base de la fluorescence de la chlorophylle et des mesures d’échanges gazeux. Des
mesures de potentiel hydrique et de teneur en pigments photosynthétiques ont été réalisées en
parallèle pour mieux comprendre les mécanismes physiologiques observés. La réponse des
plantules à la salinité a été étudiée par des mesures combinées de la fluorescence et des
échanges gazeux. Aussi, la compartimentation du sodium intracellulaire a été mise en
évidence par des images prises au microscope confocal sur des coupes transversales de
feuilles.

1. Modifications morpho-anatomiques des feuilles du pistachier de l’Atlas en réponse à
l’aridité

Depuis plusieurs années, les météorologistes constatent des modifications des conditions
climatiques à l’échelle mondiale, allant vers un réchauffement de la planète (Christiensen et
al., 2007 in Attia, 2007). Ce changement climatique est souvent associé à des conditions de
sécheresse estivale prononcée, provoquant un stress hydrique pour les végétaux. On considère
généralement que la sécheresse est de loin le facteur climatique qui affecte le plus les
caractéristiques des feuilles (XueJun et XinShi, 2002).

La plasticité est définie comme la capacité d’un organisme à ajuster ses performances en
altérant sa morphologie et/ou sa physiologie en réponse aux variations des conditions
écologiques (Navas and Garnier 2002; Valladares et al. 2007). La variabilité des caractères
phytodermologique et morphologique du pistachier de l’Atlas en fonction des conditions
écologiques en Algérie a été soulignée par Belhadj et al. (2007, 2008). Nos travaux ont
également montré des ajustements morpho-anatomiques des feuilles en fonction des
contraintes du milieu. On peut donc en conclure que P. atlantica a une grande capacité
d’adaptation aux conditions changeantes de l’environnement. Dans la station de Béchar, où la
contrainte hydrique est très forte (sécheresse durant toute l’année), cette espèce a tendance à
réduire sa transpiration par réduction de la surface foliaire et par la présence d’un revêtement
pileux assez dense. De telles stratégies furent aussi  décrites chez d’autres espèces vivant en
milieux arides (Huang et al., 2009; Macek et al., 2009). Les modifications de la structure
anatomique comme l’augmentation de l’épaisseur de la cuticule, de l’épiderme et du
parenchyme palissadique sont des atouts pour l’adaptation de cette espèce à l’aridité. Ces
modifications anatomiques typiques aux xérophytes sont largement évoquées, en l’occurrence
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chez Quercus ilex (Bussotti et al., 2002) et Olea europaea (Guerfel et al., 2009) en réponse au
stress hydrique et chez Pisum sativum et Phaseolus vulgaris faces aux effets néfastes des UV-
B (Bolink et al., 2001).

L’épaisseur du parenchyme palissadique est corrélée positivement avec le gradient d’aridité.
C’est l’un des paramètres anatomiques les plus discriminants de nos trois populations du
pistachier de l’Atlas ce qui corrobore les résultats obtenus chez Sparticum junceum ou chez
Olea europaea en réponse à l’aridité (Bezić et al., 2003; Boughalleb et Hajlaoui, 2011). Les
mêmes tendances sont signalées après éclaircie (20-100%) chez les plantules de Fagus
sylvestris plantés sous un couvert de Pinus halepensis (Aranda, 2000).
Cette augmentation de l’épaisseur du parenchyme palissadique avec l’aridité pourrait
s’expliquer par une augmentation de la probabilité d’absorption des photons et de leur
utilisation dans la photosynthèse par les chloroplastes, qui théoriquement sont nombreux en
profondeur des cellules de ce parenchyme assimilateur (Terashima et Saeki, 1983).

2. Les terpènes face aux contraintes du milieu

2.1. Les terpènes face à la sécheresse et leur relation avec la structure anatomique des
feuilles du pistachier de l’Atlas

L’analyse phytochimique a révélé la présence de 49 composés terpéniques dans les feuilles du
pistachier de l’Atlas. Parmi ces derniers, 22 sont des monoterpènes (8 hydrocarbonés et 14
oxygénés) et 25 des sesquiterpènes (16 hydrocarbonés et 9 oxygénés).
La synthèse de terpènes semble être influencée par l’aridité. En effet, les forts contenus en
monoterpènes (136 µg g-1 MS), sesquiterpènes (290 µg g-1 MS) et le total des terpènes (427
µg g-1 MS) sont enregistrés en faveur des individus de la station la plus aride et sont
respectivement 2,3; 5 et 3,8 fois plus élevés comparés aux individus de la station la moins
d’aride. Les mêmes résultats sont obtenus chez d’autres espèces vivant en conditions de stress
hydrique et sous haute température (Peñuelas et al., 2005; Llusià et al., 2009) avec une
augmentation de 54 et 119 % en contenus terpéniques, respectivement chez Pinus halepensis
et Quercus ilex cultivés en conditions de stress hydrique comparés aux témoins (Blanch et al.,
2009). Toutefois, la concentration en terpènes peut être réduite lorsque le stress hydrique est
très sévère (Llusià et Peňuelas, 1998). Ces résultats confortent l’hypothèse de protection
assurée par les composés terpéniques contre la photo-destruction des appareils
photosynthétiques (Peñuelas et al., 2005; Chen et al., 2008) due aux fortes insolations
lumineuses couplées aux fortes températures qui règnent durant la période estivale dans la
station la plus aride

Des corrélations ont été mises en évidence entre les quantités terpéniques et la structure
interne de la feuille chez le pistachier de l’Atlas. Les forts contenus en terpènes, notamment
les monoterpènes qui proviennent directement des produits de photosynthèse s’expliqueraient
en partie par l’augmentation de l’épaisseur du parenchyme palissadique dans la station la plus
aride. L’augmentation de ces terpènes va aussi de paire avec la forte densité des poils
glanduleux tapissant surtout la face abaxiale du limbe et qui sont, à l’instar des poches
sécrétrices (Fahn, 1979), les organes de stockage des terpènes chez le pistachier de l’Atlas ou
chez d’autres familles telles les Labiacées et Lamiacées (Biswas et al., 2009; Gairola et al.,
2009). Dans ce même contexte, l’aridité stimule aussi la formation et le développement des
organes de production de résines comme cela a été montré chez Pinus sylvestris et Picea abies
(Turtola et al., 2003).
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L’étude phytochimique a révélé des différences aussi bien qualitatives que quantitatives entre
les différentes populations étudiées. Les composés terpéniques n’augmentent pas tous de la
même façon avec l’aridité. Ces réponses peuvent être liées soit aux différents effets de
l’aridité sur les terpènes synthases, soit aux différents rôles que jouent les composés
terpéniques dans la réponse des plantes à l’aridité (Blanch et al., 2009). Dans notre cas, les
résultats statistiques ont montré que α-pinène et spathulenol non seulement sont des composés
majoritaires mais d’excellents marqueurs d’aridité ce qui suggère une compétition et une
complémentarité entre deux voies de biosynthèse de terpène (DXP /mévalonate) en réponse
au stress hydrique.

En conclusion de la variabilité terpénique observée entre les différentes populations, celle-ci
est le résultat d’une plasticité phénotypique ou génotypique. A travers la mise en culture de
graines issues de ces mêmes populations d’Algérie, nous avons vu que les plantules de Médéa
comportaient des poils en touffes ce qui n’avait pas été montré auparavant. Sachant par
ailleurs que les trichomes sont par excellence des éléments taxonomiques importants chez le
règne végétal (Salmaki et al., 2009; Shaheen et al., 2009), il est très probable que les
variabilités terpéniques et morphoanatomiques observées soient le reflet d’une plasticité
génotypique.

2.2. Influence de l’altitude sur la composition terpénique chez le lentisque

La seconde plante que nous avons étudiée est Pistacia lentiscus, une espèce de moyenne
altitude. La synthèse des terpènes semble être aussi influencée par le facteur altitude au même
titre que le facteur aridité pour le pistachier de l’Atlas. En effet, des contenus élevés en
monoterpènes et sesquiterpènes sont enregistrés chez les populations de haute altitude
comparées à celles de faible altitude. Nos résultats corroborent ceux de divers auteurs qui
notent que l’altitude est un facteur modifiant la phytochimie des végétaux (Tkachev et al.,
2006; Ibanez et Usubillaga, 2006; Haider et al., 2009). En effet, en plus des adaptations
morpho-anatomiques typiques des xérophytes observées chez P. lentiscus (Ait Said et al.,
2009) ou chez Gossypium hirsutum L. (Kakani et al., 2003), l’altitude semble augmenter la
quantité des huiles chez Origanum vulgare (Vokou et al., 1993) et chez Ocimum basilicum
(Johnson et al., 1999) en stimulant le développement des poils glanduleux (Ioannidis et al.,
2002). Aussi, il a été observé que les fortes radiations UV-B conjuguées avec les faibles
températures dans les sites les plus élevés font augmenter les contenus en flavonoïdes
(Blumthaler et al., 1997) notamment chez Pisum sativum et Phaseolus vulgaris (Bolink et al.,
2001), Vaccinium myrtillus (Jaakola et al., 2004), Vicia faba (Bilger et al., 2007) ou chez
Arnica montana (Albert et al., 2009).

Des corrélations linéaires positives sont observées entre les différentes classes de terpènes
avec l’altitude. Les monoterpènes sont les composés les plus fortement corrélés à ce facteur
comparés à d’autres classes (r=0.97, P<0.001 pour les monoterpènes hydrocarbonées et
r=0.93, P<0.001 pour les monoterpènes oxygénés). Ceci conforte l’hypothèse de la protection
des monoterpènes contre les UV (Bosabalidis et Skoula, 1998; Zavala et Ravetta, 2002).
Parmi cette classe de molécules, α-pinene et camphene sont les plus corrélés avec l’altitude
(r> -0.90) et ils sont connus comme étant de bon marqueurs des effets d’altitude chez Pinus
sylvestris (Naydenov et Alexandrov, 1999).
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Corrélations entre les différentes classes de terpènes et l’altitude

L‘analyse en composantes principales de nos profils chimiques a mis en évidence l’existence
de trois groupes chémotaxonomiques originaux chez les populations algériennes de lentisque.
Les groupes I et II dominés par le β-caryophyllene correspondent aux huiles obtenus dans les
échantillons de Sardaigne (Barra et al., 2007) et ceux des quelques échantillons algériens
(Mecherara-Idjeri et al., 2008). α-pinene recensé en forte quantité dans les échantillons de
Kabylie est aussi la principale molécule chez les populations d’Oulmes (Maroc) (Zrira et al.,
2003), Sardaigne (Barra et al., 2007), Espagne (Fernandez et al., 2000), Tunisie (Ben Douissa
et al., 2005) et chez certains échantillons algériens (Dob et al., 2006; Mecherara-Idjeri et al.,
2008). La composition chimique du groupe II caractérisée par une abondance du
caryophyllene oxide est similaire aux provenances de Mehdia du Maroc (Zrira et al., 2003). δ-
cadinene est un composé majoritaire aussi bien dans le groupe III que dans les échantillons en
provenance de Sardaigne avec un pourcentage de 6.5% (Congiu et al., 2002).

Nous avons enregistré des quantités faibles de terpènes chez les populations du lentisque du
littoral, exposées aux embruns marins. Ceci est en accord avec les travaux de Baghalian et al.
(2008) qui ne montrent aucun effet de la salinité sur la qualité des huiles chez Matricaria
recutita L. Cependant, des tendances inverses montrent que la salinité stimule la synthèse des
terpénoïdes polyinsaturés chez Rhizosolenia setigera (Rowland et al., 2001), l’expression des
gènes codant certains terpènes tels lupeol, β-amyrin et α-amyrin (Basyuni et al., 2009) et la
synthèse des tri-terpénoïdes chez Kandelia candel (Oku et al., 2003; Basyuni et al., 2009).

Les terpènes ne semblent pas participer à la protection des feuilles de lentisque contre le dépôt
de sels dû aux embruns marins comparés aux flavonoïdes dont les quantités sont importantes
chez les plantules de P. lentiscus et Myrtus communis (Tattini et al., 2006), Saccharum
officinarum (Wahid et Ghazanfar, 2006) ou chez Cordyline fruticosa (Plaza et al., 2009) en
réponse au stress salin.

Le lentisque montre une très grande aptitude à exprimer des différences phénotypiques en
réponse aux variations des conditions écologiques dans les régions méditerranéennes par une
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fluctuation importante de ses gènes (Nahum et al., 2008). La variabilité des contenus en
terpènes dans nos échantillons est aussi rapportée dans la littérature, notamment chez les
provenances du  Maroc  (Zrira et al., 2003), Sardaigne (Barra et al., 2007), Corse (Castola et
al., 2000), certains échantillons d’autres provenances algériennes (Mecherara-Idjerie et al.,
2008) ou chez P. chinensis de Chine (Zhu et al., 2006). Cette variabilité permet sans doute au
lentisque une meilleure adaptation aux conditions environnementales contrastées et par
conséquent offre à cette espèce une aire de distribution très étendue dans la région
Méditerranéenne (Barazani et al., 2003).

2.3. Influence de la saison estivale sur les teneurs en classes terpéniques

La quantité de monoterpènes contenue dans les feuilles de chacune des espèces récoltées en
période estivale (mois de juin pour le pistachier de l’Atlas et septembre pour le lentisque) est
nettement plus faible comparée aux sesquiterpènes. Cette différence aussi recensée chez
d’autres provenances de lentisque en Algérie (Mecherara-Idjeri et al., 2008) pourrait
s’expliquer par leurs caractères physiques notamment par la différence dans leur point
d’ébullition (Zrira et al., 2003). Les monoterpènes sont les composés les plus volatils
comparés aux sesquiterpènes (Yay et Waterman, 1993; Ormeño et al., 2007). Leur émission
est maintenue en conditions de sécheresse même lorsque les stomates sont fermés (Pegoraro
et al., 2004) par leur perméabilité à travers la cuticule (Schmid et al., 1992) ce qui explique la
réduction de leurs teneurs dans les organes de stockage. En outre, la perméabilité de certains
composés à travers la membrane cellulaire serait en partie à l’origine de la disproportion
observée entre ces deux classes de terpènes (Gershenzon et al., 2000; Ormeño, et al., 2007).

2.4. Les terpènes, éléments taxonomiques

Il a été signalé qu’au sein d’un même genre, des espèces peuvent se différencier au niveau
chémotaxonomique et présenter des stocks voire des émissions différentes tant par la quantité
que par la nature des composés (Staudt et al., 2004; Loreto et al., 2009). En effet, l’étude
comparative de la composition phytochimique entre les deux espèces étudiées révèle que les
terpènes peuvent être d’excellents marqueurs taxonomiques même à l’échelle infraspécifique.
En effet, certains composés tels α-thujene, limonene, γ-terpinene, α-terpineol, α-calacorene
sont présents uniquement chez le lentisque alors que d’autres tels tricyclene, thuja-2,4(10)-
diene, cis- et trans, sabinene hydrate (IPP vs OH), α-campholenic aldehyde, nopinone, trans-
pinocarveol, trans- verbenol, myrtenal, myrtenol et verbenone caractérisent uniquement le
pistachier de l’Atlas. Aussi, les monoterpènes et sesquiterpènes sont utilisés par Canard et al.
(1997) dans la systématique des espèces du genre Abies.

2.5. Théorie de la croissance et la différenciation

Les quantités terpéniques sont significativement trop élevées aussi bien dans les stations les
plus arides que celles de hautes altitudes. Ceci corrobore la théorie de l’équilibre entre
croissance et différenciation (« Growth Differentiation Balance Hypothesis » : G.D.B.H.)
formulée par Lorio (1988) et Herms et Mattson (1992). Cette théorie est vérifiée par certains
auteurs qui notent que contrairement à la baisse de leur croissance (hauteur et diamètre des
arbres), il a été observé une augmentation des contenus en monoterpènes chez Pinus
sylvestris, Picea abies, Pinus halepensis et Quercus ilex (Turtola et al., 2003; Blanch et al.,
2009) ou en composés phénoliques chez Populus alba en réponse à l’augmentation de la
lumière et à la faible disponibilité en éléments nutritifs (Hemming et Lindroth, 1999).
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2.6. Les terpènes dans la gestion des feux de forêts

L’analyse des terpènes dans les feuilles, pourrait s’appliquer dans l’amélioration de la gestion
des risques naturels d’incendie en milieu méditerranéen. En effet, les travaux développés par
Owens et al. (1998) sur des peuplements de Juniperus ashei Buchh. en Amérique du Nord,
prouvent que, lorsque le stockage des terpènes, augmente, l’inflammabilité du matériel
végétal augmente également. Il a été estimé que 10 % du risque d’inflammation était dû à la
teneur en terpènes des huiles essentielles des feuilles (Nuñez-Regueira et al., 2002).
En région méditerranéenne, l’étude de l’implication éventuelle des composés terpéniques dans
le risque de feu de forêt se justifie particulièrement car cette région offre un contexte
climatique très favorable aux départs de feux de forêts (Scarascia-Mugnozza et al., 2000;
Clément, 2005) et par l’existence de nombreuses espèces qui stockent des quantités
importantes de terpènes (e.g. espèces du genre Pistacia) et par une forte récurrence des feux.

3. Réponse écophysiologique aux variations des facteurs du milieu dans le temps et dans
l’espace chez les espèces dioïques

3.1. Contexte écologique

Les plantes sont le plus souvent exposées aux facteurs de stress environnementaux qui ont des
impacts profonds sur leur croissance et leur productivité (Zhou et al., 2010). La sécheresse et
une forte salinité sont de loin les facteurs responsables de la perte de plus de 50% de la
productivité (Parida et Das, 2005; Valderramaa et al., 2007). La déforestation est un sérieux
problème environnemental dans les zones arides, due à l’expansion de l’agriculture, collecte
de bois de chauffage, et le surpâturage (Liu, 2009). La maîtrise des réponses
écophysiologiques des espèces P. lentiscus et P. atlantica dans leur habitat naturel serait  sans
doute d’un grand intérêt pour la réussite du programme de reboisement en Algérie (Cortina et
al., 2008).

3.2. Stress hydrique des sites étudiés

Le comportement écophysiologique du lentisque a été étudié dans trois sites en France mais
qui sont très contrastés. Les valeurs les plus faibles du potentiel hydrique sont obtenues en
saison estivale essentiellement dans les sites aride (Callelonque: -2.25 MPa) et salin
(Montredon: -2.75 MPa) comparée au site semi aride (Montespin) dont la valeur moyenne est
de -1.5 MPa. Le lentisque est une espèce possédant des racines pivotantes; ces valeurs restent
faibles comparées aux espèces avec racines superficielles qui sont plus vulnérables et dont les
potentiels hydriques peuvent atteindre des valeurs encore plus négatives (Ogaya et Peñuelas,
2003).

3.3. Variation des paramètres de fluorescence chez le  lentisque en fonction de la saison et
les facteurs de stress

L’activité photosynthétique des plantes est fonction de la disponibilité en eau, des
températures et de l’insolation. Elle varie dans le temps et dans l’espace en fonction des
conditions du milieu. Pendant un an, nous avons fait des mesures in situ de rendement
quantique de la photosynthèse chez le lentisque.
Nos résultats révèlent que le lentisque est très sensible aux faibles températures hivernales
comparées aux autres saisons ce qui corrobore les travaux de Ogaya et Peñuelas (2003). En
effet, durant cette saison, nous avons observé et pour chaque site étudié, des taux faibles de
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l’efficacité quantique maximale (Fv/Fm<0.77) essentiellement dans le site exposé aux
embruns marins (0.71) ce qui témoigne d’une photoinhibition chronique de l’appareil
photosynthétique de lentisque. Cette photoinhibition hivernale a été observée aussi chez
d’autres espèces notamment Myrtus communis (Ain-Lhout et al., 2004), Calicotome villosa
(Yiotis et al., 2008), Cryptomeria japonica (Kobayashi et al., 2010), Dicksonia antarctica et
Cyathea australis (Volkova et al., 2011). Certains auteurs notent que les végétaux les plus
sensibles aux faibles températures hivernales sont ceux qui dérivent du climat tropical comme
le lentisque (Gulías et al., 2008), C. salvifolus, P. latifolia et A. unedo (Corcuera et al., 2005)
et aussi les sclérophytes comparées aux espèces à feuilles caduques (Kyparissis et al., 2000;
Oliveira et Peñuelas 2000). Cette hypothèse ne doit pas être généralisée étant donné que les
espèces ayant une origine tempérée telles que les résineux sont aussi touchés par ce
phénomène (Porcar-Castell et al., 2008).

Nous avons montré que cette photoinhibition hivernale pourrait s’expliquer par la baisse de
l’efficacité dans la conversion de l’énergie lumineuse de l’antenne collectrice au centre
réactionnel de PSII due probablement aux effets des embruns marins. Les faibles températures
peuvent avoir des effets inhibiteurs sur l’activité des enzymes impliquées dans l’assimilation
carbonée ce qui pourrait être à l’origine de la réduction de l’efficacité quantique maximale
observée. Ces inhibitions sont cependant amplifiées en conditions de luminosité importante
(Robakowski et Wyka, 2009). Il a été démontré que dans le cas extrême, ces faibles
températures affectent l’ultrastructure du chloroplaste par la lyse de sa membrane (Mai et al.,
2009) ou par la destruction de sa structure lamellaire (Renaut et al., 2005). Les femelles sont
particulièrement sensibles avec une apparition de vésicules et de plastoglobules dans le
stroma (Zhang et al., 2011). Dans notre cas, cette photoinhibition touche de la même façon
aussi bien les pieds mâles que les arbres femelles ce qui explique que la réponse aux faibles
températures entre les deux sexes chez les plantes dioïques est spécifique à l’espèce.

Différentes études ont montré que la synthèse carbonée chez les espèces méditerranéennes est
inhibée surtout en saison estivale (Gratani et Varone, 2004; Baquedano et Castillo, 2007).
Dans notre cas, nous n’avons pas observé une photoinhibition chronique de l’appareil
photosynthétique malgré les très faibles quantités de précipitations (<1mm) conjuguées aux
fortes températures minimales (20 0C) qui règnent durant cette saison. En revanche, ce sont
les individus du site semi-aride qui résistent mieux à la sécheresse. En effet, les individus des
sites aride et littoral dissipent sous la forme de chaleur une part plus importante de l’énergie
lumineuse absorbée probablement à cause de la faible disponibilité en eau dans leur tissu.
Ceci s’explique par les valeurs élevées des coefficients de quenching non photochimique
(NPQ) obtenues dans ces stations. Les valeurs maximales sont de l’ordre de 2,6 et 2,9
respectivement dans les sites aride et salin. Ces données sont proches de celles observées chez
les plantules de Haloxylon ammodendron vivant en condition de lumière saturante (Han et al.,
2010). Quoi que dans certains cas, comme chez les plantules de lentisque, la plasticité de ce
coefficient est plus étendue car pouvant atteindre 5.1 en condition de stress hydrique sévère
(Gulías et al., 2002). Cette augmentation du coefficient de quenching non photochimique en
été est combinée avec l’augmentation du ratio Car/Chl qui est d’ailleurs corrélé négativement
avec le stress hydrique. La dissipation thermique de l’énergie excédentaire relève donc des
caroténoïdes et en particulier de la zéaxanthine; une forme désépoxyde qui provient du cycle
des xanthophylles (Pandey et al., 2006; Baquedano et Castillo, 2007) est un moyen de
protection des complexes collecteurs de lumière des photosystèmes contre la photooxydation.
Des résultats similaires sont obtenus chez de nombreuses espèces en réponse au déficit
hydrique et en particulier chez Saccharum officinarum (Wahid, 2007) ou chez Solanum
lycopersicum (de Pascal et al., 2001). Les caroténoïdes sont des molécules hydrophobes
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issues du métabolisme secondaire. Dans le chloroplaste, ces composés sont essentiellement
localisés dans les membranes des thylakoïdes en association avec le complexe protéo-
chlorophyllien (Yokthongwattana et al., 2010). En plus de leurs rôles comme pigments
accessoires, ces molécules sont des antioxydants (Gallè et al., 2007), elles interagissent avec
la chlorophylle à l’état triplet excité évitant ainsi la formation de l’oxygène singulet (de Pascal
et al., 2001) ce qui justifie l’augmentation de ce ratio. Cette augmentation du ratio Car/Chl est
plutôt due à la réduction des taux de chlorophylle en été surtout dans les sites arides et salin
dont les valeurs sont les plus faibles. Des résultats identiques sont observés chez Broussonetia
papyrifera (Voronin, et al., 2003), Potentilla arenaria (Veres et al., 2006), Quercus coccifera
et Pinus halepensis (Baquedano et al., 2008) et chez P. lentiscus et R. officinalis (Ain-Lhout
et al., 2004) en réponse à l’aridité.  Cette réduction de la teneur en chlorophylle serait une
forme supplémentaire de protection chez les espèces stressées (Kyparisis et al., 2000;
Balaguer et al., 2002). En effet, la perte de chlorophylle sous condition de lumière
excédentaire en été réduit la capacité d’absorption de photons par les feuilles et donc les
risques de photoinhibition (Anderson et al., 1992; Munné- Bosch et Alegre, 2000).

3.4. Effet sexe

L’effet sexe apparaît significativement surtout en saison printanière avec des taux les plus
élevés de l’efficacité quantique maximale (Fv/Fm) en faveur des arbres femelles. Durant cette
saison, les arbres femelles doivent allouer plus de ressources pour leur reproduction
notamment dans le développement et la maturation des fruits. Ces résultats corroborent ceux
réalisés sur P. lentiscus (Jonasson et al., 1997), P. terbeinthus (Zahoueh et al., 1991), Corema
album (Zunzunegui et al., 2006), et Siparuna grandiflora (Nicorta et al., 2003). Cependant,
dans certains cas, la reproduction réduit l’intensité de la photosynthèse chez les femelles
(Sánchez-Vilas et Retuerto, 2011). Ces efforts de reproductions sont quantifiés et peuvent être
3 fois plus élevés chez les arbres femelles comparés aux mâles comme indiqué chez P.
terebinthus (Zahoueh et al., 1991) et Corema album (Zunzunegui et al., 2006). Cependant,
ces derniers investissent plus dans la floraison comparés aux femelles chez le lentisque (Milla
et al., 2006a). Divers auteurs notent que chez les espèces dioïques, les mâles ont une
meilleure capacité de fixation de CO2 (Correia et Diaz Barrada, 2000). Pour compenser leur
faible capacité photosynthétique, les femelles développent des stratégies adaptatives en
gardant plus longtemps les feuilles âgées comme c’est le cas chez le lentisque (Jonasson et al.,
1997) ou en augmentant leur surface foliaire comme c’est le cas chez Siparuna grandiflora
(Nicorta et al., 2003).

Etant donné que l’effort de reproduction est plus élevé chez les femelles, ces dernières
souffrent plus dans les habitats de stress (Xu et al., 2008b; Zhang et al., 2010b) ce qui donne
un sexe ratio en faveur des mâles (Stehlik et al., 2008; Letts et al., 2008). Nous attendons une
régression des arbres femelles dans l’avenir avec le réchauffement climatique ce qui peut
compromettre la multiplication des espèces dioïques y compris celle de genre Pistacia.

Dans le climat Méditerranéen, le plus souvent, l’activité photosynthétique est maximale au
printemps et en automne, saisons caractérisées par des températures optimales de croissance,
couplées avec de fortes précipitations (Joffre et al., 1999 in Gulías et al., 2008).
En effet, nous avons enregistré une reprise après les pluies automnales et que cette résilience
est meilleure dans les sites arides comparés aux sites salins. A travers ces résultats, nous
pouvons prévoir la régression des populations de lentisque situées sur le littoral avec le
réchauffement climatique.
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4. Variation des échanges gazeux chez les plantules étudiées en fonction des contraintes
du milieu

La réponse écophysiologique des plantules de P. atlantica et de P. lentiscus respectivement à
l’aridité et à la salinité, nous a aussi intéressés.

Les résultats des échanges gazeux révèlent que les valeurs maximales de photosynthèse chez
les plantules du pistachier de l’Atlas sont de l’ordre de 6 et 9 µmolCO2. m-2.s-1 respectivement
pour les provenances Béchar et Médéa comparées aux plantules de lentisque à âge équivalent
et originaires de Montredon (Marseille) dont les valeurs avoisinent 4 µmol CO2.m-2.s-1. Le
pistachier de l’Atlas est une espèce caducifoliée, elle est donc appelée à assurer une activité
photosynthétique élevée pour compenser la période d’absence de feuilles comparée au
lentisque qui est sempervirent et dont la photosynthèse bien que faible, est étalée dans l’année
ce qui explique ces différences de photosynthèse en faveur du pistachier de l’Atlas. Les
mêmes résultats sont obtenus chez 13 espèces méditerranéennes in situ par Gulias et al.
(2008). Ces valeurs restent faibles comparées à celles citées dans la littérature notamment
chez Prunus dulcis, P. scoparia et P. lycioides dont les taux sont  respectivement de l’ordre de
16, 22 et 23µmolCO2.m-2.s-1 (Rouhi et al., 2007) ou chez Pistacia khinjuk et P. mutica âgées
de 21 mois (> 9µmolCO2.m-2.s-1) (Ranjbarfordoei et al., 2002). Chez des arbustes de
lentisque d’Espagne, les taux d’assimilation avoisinent 10.9 et 6.6 µmolCO2.m-2.s-1,
respectivement pour les mâles et les femelles (Correia  et  Diaz Barradas, 2000). Nous en
concluons, que la photosynthèse dépend de l’âge et de l’espèce.

En réduisant la disponibilité d’eau dans le sol, la sécheresse et la salinité ont les mêmes effets
sur la physiologie de la plante (Chaves et al., 2009; Sucre et Suárez, 2011). En effet, les stress
hydrique et salin (NaCl) réduisent significativement et de la même façon les différents
paramètres de fluorescence et des échanges gazeux mesurés respectivement chez les plantules
du pistachier de l’Atlas et de lentisque.

Les plantes répondent à la sécheresse par deux voies principales: soit par évitement soit par
une tolérance à la déshydratation (Bagniewska-Zadworna et al., 2007; Elsheery et Cao, 2008;
Díaz-Barradas et al., 2010). L’une des façons d’éviter la sécheresse est la capacité de la plante
à maintenir un état hydrique satisfaisant en développant un système racinaire pivotant par
exemple. La stratégie de tolérance à la sécheresse adoptée par ces plantules est principalement
liée, à la réduction de la transpiration dont la diminution de la conductance stomatique par
fermeture des stomates joue un rôle déterminant. Les plantules des deux espèces étudiées
possèdent un control stomatique très efficace en fermant leur ostiole aussitôt que les premiers
signes de stress s’opèrent; elles peuvent donc être classées parmi les espèces tolérantes à la
sécheresse. Cette fermeture stomatique serait reliée à la réduction de la turgescence des
cellules de garde des stomates, phénomène déclenché par l’acide abscisique (Comstock, 2002;
Holbrook et al., 2002). Aussi, ce composé intervient dans les ajustements osmotiques ainsi
que dans la protection des membranes cellulaires conte la perte des électrolytes (Bagniewska-
Zadworna et al., 2007).

La concentration de CO2 dans les chloroplastes est faible par rapport à celles de
l’environnement. Ceci est due à une série de résistances en phase gazeuse et liquide qui
s’opposent à la diffusion libre de ce gaz depuis l’atmosphère jusqu’aux sites de carboxylation
(Aalto et Juurola, 2002). Pendant longtemps, on a considéré que le stress hydrique et salin
limitent la photosynthèse soit par la résistance à la diffusion de CO2 soit par des altérations de
processus métaboliques (Flexas et al., 2004). Dans notre cas, la fermeture stomatique est la
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première voie de résistance à la diffusion de CO2. Il s’ensuit une réduction de la
photosynthèse chez le pistachier de l’Atlas qui décroît de 95% (Médéa) et 71% (Béchar) après
17 jours de stress hydrique et une réduction de 36% chez le lentisque après 12 jours
d’arrosage avec NaCl. Cette limitation stomatique est largement citée dans la littérature et
constitue la principale voie de la limitation de la photosynthèse chez nombreuses espèces en
réponse aux stress hydrique ou physiologique (Díaz-Barradas et al., 2010). Des travaux
antérieurs montrent que ces deux variables sont corrélées par des fonctions hyperboliques
(Kaiser et Kappen, 2000) ou d’une façon linéaire (Thomas et Eamus, 1999).

Les stress hydrique et salin réduisent significativement les différents paramètres de
fluorescence mesurés à savoir qP, ΦPSII, ETR et Fv/Fm comme le montre d’ailleurs leurs
cinétiques décroissantes avec la durée de stress appliquée. Cela signifie que ces 2 types de
stress affectent à la fois les réactions dites « claires » et « sombres » de la photosynthèse au-
delà de leur interdépendance fonctionnelle.

Les effets néfastes de NaCl sur les performances photosynthétiques du lentisque sont
nettement améliorés par le traitement avec le CaCl2 ce qui suggère que le comportement de
cette espèce sera meilleur dans un sol calcaire.

La réduction de la synthèse carbonée peut être aussi due à une limitation biochimique du
chloroplaste à fixer le dioxyde de carbone (Flexas et Medrano, 2002; Wang et al., 2007),
probablement associée à la régénération limitante du Ribulose 1-5 Bisphosphate, substrat de
la Rubisco. Dans certains cas, les gènes codant cette enzyme et son activase sont réprimés au
niveau transcriptionnel par une forte concentration en NaCl (Yao et al., 2010). Aussi, le
blocage du transfert du CO2 des espaces intercellulaires vers les sites de carboxylation suite à
l’inhibition de l’activité de l’anhydrase carbonique pourrait en être la cause (Bernacchi et al.,
2002).

Les plantules du pistachier de l’Atlas originaires de la station de Béchar sont plus résistantes
au stress hydrique comparées aux provenances de Médéa lorsqu’elles sont cultivées dans les
mêmes conditions. Ceci suggère que les mécanismes ainsi développés ont une origine
génétique donc transmissible de génération en génération. L’analyse des clichés de
microscopie électronique a confirmé l’existence de différences morphologiques entre ces
deux populations notamment par la présence de stomates denses, de petite taille et à moitié
ouverts chez les provenances de Béchar. Juste après l’arrosage des plantules du pistachier de
l’Atlas, on constate là également que ce sont les populations de Béchar qui ont une plus
grande capacité de résilience.

Le lentisque possède des feuilles glabres sans organes d’excrétion de sels tels les poils ou
glands à sels qui sont très efficaces dans le maintient de la stabilité de la pression osmotique
(Zhang et al., 2003). Toutefois, cette espèce reste résistante à la salinité voire aux métaux
lourds (Vilagrosa et al., 2003). En effet, des plantules âgées de 10 mois restent vivantes et
aucun signe visible de stress n’est observé après 12 jours de traitement avec NaCl à 300mM.

Il a été observé, qu’une fois absorbé par les racines, le Na+ se trouve essentiellement
concentré dans les feuilles (Tattini et al., 2006) et aussi dans la vacuole (Munns, 2002). Les
mêmes stratégies concernent les ions phosphores (Milla et al., 2006b) ainsi que le Nikel et le
Zinc (Nahum et al., 2005). La concentration de Na+ dans le cytoplasme de la feuille est
méconnue, mais elle ne dépasse guère 100 m M (Wyn Jones et Gorham, 2002). Dans notre
cas les plantules sont arrosées avec une solution à 300 mM de NaCl. La séquestration du Na+
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dans la vacuole empêche la toxicité du cytoplasme qui serait néfaste pour le métabolisme
cellulaire (Zhang et Blumwald, 2001; Kanai et al., 2007). Cependant, le stockage de Na+ dans
les cellules épidermiques mais aussi dans les parois cellulaires, stratégies très rarement
décrites chez les autres espèces sont autant de mécanismes qui renforcent l’adaptation de cette
espèce à la salinité.

Il ressort des résultats obtenus dans cette étude, que les deux espèces étudiées : Pistacia
lentiscus L. et Pistacia atlantica Desf. sont potentiellement adaptées aux conditions d’aridité
et de salinité. Nos résultats ont démontré l’existence de génotype d’élite, principalement en
milieu aride dont l’utilisation dans les reboisements en Algérie permettra non seulement de
résoudre les problèmes de déforestation mais aussi ceux de l’aridification des milieux dans
notre pays du fait des changements globaux.

5.  Perspectives

Les travaux que nous avons mené ont aboutit aux résultats que nous venons de discuter. Ainsi,
nous insisterons sur certains points qui nous paraissent importants à poursuivre:

- Nous avons constaté une variabilité de la composition terpénique chez les deux
espèces étudiées en fonction des conditions du milieu. Il serait intéressant de procéder
aux extractions terpéniques sur des plantules originaires de différentes conditions
écologiques et cultivées dans les mêmes conditions de cultures pour mettre en
évidence la part de l’effet génétique sur cette différence  observée in situ.

- Les composés terpéniques peuvent être modulés par la nature chimique du sol. Il serait
donc intéressant de procéder à un échantillonnage très vaste en tenant en compte des
différents types de sols, notamment leur composition en N, P, K.

- Le stress hydrique et l’exposition aux UV en altitude favorisent l’accumulation des
contenus terpéniques. Il serait donc intéressant d’étudier les effets de ces deux facteurs
sur l’expression des gènes candidats impliqués dans les voies de biosynthèse des
marqueurs d’aridité et d’altitude.

- De nombreux travaux montrent que des enzymes telles que les superoxide dismutases
(SOD), les ascorbate-peroxydases (APX), les glutathion-S-transférases (GST), les
glutathion-peroxydases (GPX) et les catalases (CAT) s’accumulent pendant le stress
hydrique (Flexas et al., 2006; Liu et al., 2011) et salin (Jithesh et al., 2006). A cela
s’ajoute le système non enzymatique qui est essentiellement représenté par les
caroténoïdes et l’α-tocophérol (Munné-Bosch, 2005). L’étude de ce système
antioxydant dans la protection de l’intégrité du système photosynthétique lors des
contraintes hydrique ou saline est intéressante à explorer.

- Les adaptations physiologiques aux facteurs d’aridité et de salinité s’opèrent à d’autres
niveaux d’organisation cellulaires. Nous préconisons de compléter nos recherches par
l’étude des protéines de stress hydrique LEA, de chocs thermiques HSP ainsi que
certaines protéines telles la DSP21, DSP22 et DSP34 impliquées dans l’entretien des
structures du chloroplaste en réponse à une contrainte hydrique.
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Tableau récapitulatif des données terpéniques observées dans les feuilles des différentes
populations algériennes de lentisque et du pistachier de l’Atlas

Pistacia atlantica Médéa Laghouat Béchar

Composés majoritaires
(µg g-1 MS)

spathulenol (23), α-
pinene (10), verbenone
(7) et le β-pinene (6)

spathulenol (73), α-pinene
(25), β-pinene (18)  et γ-

amorphene (16)

spathulenol (114), α-
pinene (49), germacrene D

(29) et le camphene (23)

Teneurs moyennes  en
monoterpènes (µg g-1 MS)

57 79 136

Pourcentage de
monoterpènes

34 29 32

Teneurs moyennes  en
sesquiterpènes (µg g-1 MS)

113 180 290

Pourcentage de
sesquiterpènes

66 71 68

Marqueurs d’aridité spathulenol, α-pinene, δ-cadinene et β-copaene

Pistacia lentiscus Site littoral Site à altitude moyenne Site le plus élevé

Composés majoritaires
(%)

δ-cadinene (10.9),
cubebol (10.5) et β-

bisabolene (7.7)

-caryophyllene (11.5), δ-
cadinene (8.6) et

caryophyllene oxide (6.8)

-caryophyllene (12), δ-
cadinene (9.3) et -pinene

(6.3)

Teneurs moyennes en
monoterpènes (µg. g-1 MS)

21.7 37.5 221.5

Pourcentage de
monoterpènes

5 6 20

Teneurs moyennes  en
sesquiterpènes (µg g-1 MS)

799 956 1181

Pourcentage de
sesquiterpènes

95 94 80

Marqueurs d’altitude α-pinene, camphene et p-cymene



Abstract - The genus Pistacia contains 11 dioecious species. Among them, P. lentiscus and P.
atlantica are the most abundant wild plants found in Algeria in contrasted environments. A better
understanding of their adaptation mechanisms would certainly be of a great interest for the
success of the reforestation program in Algeria.

Our doctoral training therefore, aims to highlight through morpho-anatomical, ecophysiological
and phytochemical approaches, the strategies developed by these two species in extreme habitat
conditions; altitude, aridity and salinity.

A first study carried out in situ has revealed the variability of three populations of the Algerian
Atlas pistachio (Bechar, Laghouat and Médéa) in response to drought. This study showed a high
plasticity of the morpho-anatomical and the phytochemical traits. Acclimatation or adaptation to
drought could be explained by an increase of terpene contents, probably in connection with the
increase thickness of palisade parenchyma and the high density of glandular hairs. To
discriminate adaptive traits from those that are not, a study was carried out on seedlings from two
of the stations studied. We have shown that seedlings of the most arid station (Bechar) had a net
carbon assimilation rate and photosynthesis quantum efficiency greater than those of seedlings of
the less arid station (Médéa). The analysis of scanning electron micrographs allowed to say that
these differences were due to stomatal limitations, confirming the adaptive nature of these
photosynthetic traits.

The second part of this work, carried out in situ, revealed a great variability of terpene
composition from 75 populations of Algerian mastic tree. Three chemotypes were identified
according to the altitude. The highest levels were recorded in populations of high altitude thus
confirming the hypothesis of the protection role of terpenes against UV radiations.

In the third part, the plasticity of the mastic tree photosynthetic apparatus was studied during four
seasons in situ, from three very contrasting sites in France; semi-arid, arid and saline. The results
revealed a chronic photoinhibition of the photosynthetic apparatus in winter followed by the
lowest chlorophyll content, mainly in the saline sites. This was due to the weak efficiency of PSII
antennae in converting light energy. In spring, the value of the maximum quantum efficiency was
higher from female trees and this could be explained by an increase of carbon-demand for
fruiting in this season. The protecting of the photosynthesis machinery against chronic
photoinhibition during summer is justified by a high ratio of carotenoid / chlorophyll. In autumn,
the physiological activity restarts with a better resilience recorded in the arid sites. To further
understand the physiology of the mastic tree growing near the sea, seedlings from the coastal
station (Montredon) were studied in culture. The results obtained in confocal microscopy showed
that this species sequesters sodium ions into epidermis and cell walls. The inhibitory effects of
NaCl on the quantum yield and net CO2 assimilation rate during photosynthesis were
significantly improved in calcareous soil.

Key-word: P. lentiscus, P. atlantica, morpho-anatomy, terpenes, fluorescence, gas exchanges,
pigments, seasons, aridity, altitude, salinity, adaptation.



Résumé - Le genre Pistacia comprend 11 espèces dioïques. Parmi elles, P. lentiscus et P.
atlantica sont les plus abondantes et vivant à l’état sauvage en Algérie dans des milieux très
contrastés. Une meilleure connaissance de leur adaptation en milieu naturel serait certainement
d’un grand intérêt pour la réussite du programme de reboisement en Algérie.
Notre étude consiste donc à comprendre les stratégies développées par ces deux espèces dans des
habitats aux conditions extrêmes, notamment l’altitude, l’aridité et la salinité et ceci, en se basant
sur les aspects morpho-anatomiques, phytochimiques et écophysiologiques.

Une première étude réalisée in situ a permis de mettre en évidence, la variabilité de trois
populations algériennes de pistachier de l’Atlas (Béchar, Laghouat et Médéa) en relation avec la
sécheresse. Cette étude a montré une grande plasticité des caractères morpho-anatomiques et
phytochimiques. L’adaptation ou l’accommodation à l’aridité s’expliquerait par une
augmentation des teneurs en terpènes qui serait probablement en relation avec l’accroissement
des épaisseurs de parenchyme palissadique et la forte densité de poils glanduleux. Pour
discriminer les traits adaptatifs de ceux qui ne le sont pas, une étude a été réalisée sur des
plantules originaires  de 2 des stations étudiées. Nous avons montré que les plantules de la station
la plus aride (Béchar) avaient une activité photosynthétique nette et un rendement quantique
supérieurs aux plantules du milieu le moins aride (Médéa). L’analyse des clichés de microscopie
électronique a permis de dire que ces différences étaient dues à des limitations stomatiques,
confirmant ainsi le caractère adaptatif de ces traits photosynthétiques.

La deuxième partie de ce travail réalisée in situ a révélé une grande variabilité de la composition
terpénique chez 75 populations de lentisque algériennes. Trois chémotypes ont été identifiés en
fonction de l’altitude. Les teneurs les plus élevées ont été enregistrées chez les populations de
haute altitude ce qui conforte l’hypothèse du rôle de protection des terpènes contre les UV.

Dans la troisième partie, la plasticité de l’appareil photosynthétique du lentisque a été étudiée
durant les 4 saisons de l’année in situ, dans trois sites très contrastés en France; semi aride, aride
et salin. Les résultats obtenus ont révélé une photoinhibition chronique de l’appareil
photosynthétique en hiver accompagnée par des taux les plus faibles en chlorophylle,
essentiellement dans les sites salins. Elle serait due à l’inefficacité dans la conversion de l’énergie
lumineuse par les antennes de PSII. Au printemps, la valeur de l’efficacité quantique maximale
était plus élevée chez les arbres femelles et s’expliquerait par une forte allocation des ressources
carbonées destinées pour le développent de fruit durant cette saison. La protection de l’appareil
photosynthétique, contre une photoinhibition chronique estivale est justifiée par un taux élevé du
ratio caroténoïdes/chlorophylle. En Automne, il y a reprise de l’activité physiologique avec une
meilleure résilience enregistrée dans les sites arides. Pour mieux comprendre la physiologie du
lentisque en bord de mer, des plantules originaires de la station littorale (Montredon) ont été
étudiées en chambre de culture. Les résultats obtenus en microscopie confocale ont montré que
cette espèce séquestre le sodium dans les cellules épidermiques ainsi que dans les parois
cellulaires. Les effets néfastes de NaCl sur le rendement quantique et l’assimilation nette du CO2
au cours de la photosynthèse sont nettement améliorés en milieu calcaire.

Mot-clés: P. lentiscus, P. atlantica, morpho-anatomie, terpènes, fluorescence, échanges gazeux,
pigments, saisons, aridité, altitude, salinité, adaptation.
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