











Annexes

ANNEXE 6. TUKEY'S HONESTLY SIGNIFICANT DIFFERENCE METHOD (LANE,
1993-2001)

The "Honestly Significantly Different" (HSD) test proposed by the statistician John Tukey is
based on what is called the "studentized range distribution'". To test all pairwise comparisons

among means using the Tukey HSD, compute t for each pair of means using the formula :

Mi — M;

te=
MSE
My

where M - M; is the difference between the ith and jth means, MSE? is the Mean Square Error,

and n, is the harmonic mean® of the sample sizes of groups i and j.

The critical value of t;is determined from the distribution of the studentized range. The number
of means in the experiment is used in the determination of the critical value, and this critical
value is used for all comparisons among means. Typically, the largest mean is compared with
the smallest mean first. If that difference is not significant, no other comparisons will be

significant either, so the computations for these comparisons can be skipped.

The Tukey HSD procedure keeps the experimentwise error rate’ (EER) at the specified
significance level. This is a great advantage. This advantage comes at a cost, however : the

Tukey HSD is less powerful than other methods of testing all pairwise comparisons.

' The studentized range distribution is used for testing all differences among pairs of means. It
is similar to the t distribution, differing only in that it takes into account the number of means
under consideration. The more means under consideration, the larger the critical value of t,
(studentized t). This makes sense since the more means there are, the greater the likelihood that

at least some differences between pairs of means will be large due to chance alone.

? The mean square error (MSE) is an estimate of the population variance in the analysis of

variance. The mean square error is the denominator of the F ratio.

* The harmonic mean is used to take the mean of sample sizes. If there are k samples each of

size n, then the harmonic mean is defined as :
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* When a series of significance tests is conducted, the experimentwise error rate is the
probability that one or more of the significance tests results in a Type I error. If the comparisons

are independent, then the experimentwise error rate is : tew = 1 - (1 - ap)°.

where 0., is experimentwise error rate, o is the per-comparison error rate, and ¢ is the number
of comparisons. For example, if 5 independent comparisons were each to be done at the 0,05
level, then the probability that at least one of them would result in a Type I error is : 1 - (1 -

0,05)° = 0,226.

If the comparisons are not independent then the experimentwise error rate is less than 1 - (1 -
opc)’. Finally, regardless of whether the comparisons are independent, oy, < (c)( ). For this

example, 0,226 < (5)(0,05) = 0,25.
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ANNEXE 7. PHENOMENE DE DESTRUCTION ET DE BALANCEMENT DE NO, NO,
ET O;

Les relations entre NO, NO, et O; trouveraient leur explication dans le phénoméne de
destruction et de balancement de I’ozone (Kley ez al. 1999) : I’0zone est lentement détruit par
une réaction de I’oxygene atomique avec I’ozone (Eq. 1), alors qu’il est plus efficacement détruit
par des réactions catalytiques (transformant I’ozone mais pas le catalyseur) impliquant le

monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO,) comme catalyseurs (Eq. 2) :
0+ 0; > 20, (Equation 1)
NO + O3 = NO, + O,(Equation 2)
suivi par (Eq. 3) :
NO; + O = NO + O,.(Equation 3)
L’effet net de ceci est (Eq. 4)
O0+0;— 20, (Equation 4)

sans aucun changement pour NO ou NO,. Cependant, I’augmentation de NO et NO, dans la
stratosphere n’implique pas nécessairement la destruction d’ozone puisque NO et NO,

réagissent également avec d’autres gaz (tels que OH) qui détruisent I’ozone de fagon catalytique.
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Résumé

RESUME

L'objectif de cette thése a été de contribuer a une meilleure compréhension de I'impact
des pollutions atmosphériques sur les lichens dans des conditions expérimentales de terrain
(région Lorraine, France).

Les techniques d'analyses des aires d'échantillonnage des lichens épiphytes en
bioindication étaient peu développées. Sans une méthode précise et une validation solide des
choix de la surface d'échantillonnage, I'analyse des relevés reste subjective et les études
comparatives et les hypothéses testées approximatives. Pour examiner ce probléme, nous avons
testé une technique opérationnelle d'échantillonnage et d'analyse spatiale, basée sur des données
numérisées et géoréférencées, qui rend plus objective I'estimation du recouvrement et de la
fréquence lichénique. Nous présentons un exemple simple pour démontrer que nos
investigations permettront de faire le lien entre le relevé et le diagnostic de la qualité de I'air,
avec des perspectives sur i) les techniques d'échantillonnage stratifié aléatoire des communautés
lichéniques ¢épiphytes basées sur [linterprétation de photographies, ii) les techniques
d'échantillonnages multi-échelles pour évaluer l'efficacité des grilles d'échantillonnage
classiquement utilisées en bioindication et iii) les techniques de systémes d'informations
géographiques (SIG) et les géostatistiques pour étudier les variations floristiques et écologiques
a chaque point d'échantillonnage.

La transplantation est une technique de terrain utilisée pour I'étude des effets de la
pollution de I'air et de I'accumulation d'éléments chimiques sur la symbiose lichénique. Les
précipitations sont connues pour jouer un rdle important dans la capture et le relargage
d'éléments chimiques par les thalles, mais peu d'informations est disponible sur leurs réles dans
la résistance des lichens aux polluants photo-oxydants. Nous avons utilisé cette technique pour
étudier les effets des polluants gazeux et des éléments chimiques de 'air sur la physiologie de
lichens exposés ou non a des précipitations. Pour analyser ces interactions, le lichen
Hypogymnia physodes (L.) Nyl. a été transplanté pendant 14, 34 et 68 jours (été 2001) dans 5
sites de la vallée de la Moselie présentant des niveaux différents de pollution atmosphérique.
Dans chacun de ces sites, 6 dispositifs de transplantation, couverts ou non de plaques
transparentes, permettaient la fixation des lichens, respectivement a l'abri ou non des
précipitations. Des échantillons de lichens ont été récoltés a la fin de chaque période d'exposition
pour déterminer les concentrations en éléments chimiques (As, Cd, Ce, Cr, Cu, Fe, La, Pb, Rb,
Sr, Ti et V), les concentrations de chlorophylles et de malondialdéhyde, ainsi que le rapport de
phéophytinisation (DO435/DO;;s). Des analyses de variances (ANOVA) et des analyses en
composantes principales (ACP) entre les parametres biologiques, les bioconcentrations
chimiques du lichen et des paramétres statistiques (moyenne et percentiles) de polluants gazeux
(NO, NO,, O;) ont été réalisées pour tester les relations significatives. Plusieurs relations
statistiquement significatives ont été observées, particuliérement avec I'accumulation de Cd et
de Pb et avec la perte d'éléments chimiques tels que As, Ce, Cr, Cu, Fe, La, Rb, Ti et V. Les
résultats montrent I’influence des polluants gazeux photo-oxydants sur I'intégrité et les teneurs
en chiorophylles du photobionte et sur la lipoperoxydation membranaire, facteurs qui
expliqueraient des changements de capacité de biosorption du lichen. Le réle du stress hydrique
et du stress oxydant dans la perte d'éléments chimiques chez le lichen est discuté.

Cette thése ouvre ainsi des perspectives nouvelles dans I'informatisation et I'amélioration
du diagnostic de la qualité de I'air par les lichens, ainsi que dans une meilleure compréhension
des mécanismes de réponse des champignons lichénisés aux pollutions atmosphériques.
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ABSTRACT

The objective of this thesis was to contribute to a better understanding of the
impact of the atmospheric pollutions on lichens in experimental conditions of field
(Lorraine region, France).

Techniques of sampling areas analysis for epiphytic lichens were little developed
in bioindication. Without a precise method and a solid validation of the choices of the
surface of sampling, relevé analysis continue to be subjective and comparative studies
and hypotheses testing are rough. To examine this problem, we tested an operational
technique of sampling and spatial analysis, based on digitized and georeferenced data,
which makes more objective the lichen covering and frequency assessment. We present
a simple example to demonstrate how our investigations will allow to do the link
between relevé and air quality diagnosis, with perspectives on i) stratified random
sampling techniques of lichen communities based on the image interpretation, ii) multi-
scale sampling techniques to estimate the efficiency of the sampling grid classically used
in biomonitoring and iii) GIS (Geographical Information Systems) and geostatistical
techniques to study floristic and ecological variations at every sampling point.

The transplantation is a field technique used for the study air pollution effects
and chemical elements accumulation on the lichen symbiosis. Precipitation is known to
play an important role in the uptake and release of chemical elements by lichen thalli,
but few information was available on their roles in the lichen resistance exposed to
photo-oxidizing pollutants. We used this technique to study the effects of gas pollutants
and airborne chemical elements on the lichen physiology exposed or not at
precipitation. To analyze these interactions, the lichen Hypogymnia physodes (L.) Nyl.
was transplanted to 5 locations of the Moselle valley with different levels of air
pollution for 14, 34 and 68 days (summer 2001). In each of these sites, 6 transplantation
designs, covered or not with transparent screens, allowed the fixation of lichens
respectively exposed or not to bulk precipitation. Samples of the lichen were retrieved
at the end of each period to determine elemental content (As, Cd, Ce, Cr, Cu, Fe, La,
Pb, Rb, Sr, Ti and V), chlorophyll and malondialdehyde contents as well as the ratio
OD .35 n/ODu1s um- Analysis of variance (ANOVA) and Principal Component Analysis
(PCA) between physiological parameters, lichen element bioconcentration and air
pollutants (NO, NO,, O3) statistical parameters (mean and percentiles) were performed
to test for significant relations. Several statistically significant relationships were
observed, in particular with Cd and Pb accumulation and with chemical element
release as As, Ce, Cr, Cu, Fe, La, Rb, Ti and V. The resuits showed the influence of
photo-oxidizing atmospheric pollutants on the contents and integrity of the photobiont
chlorophyll and on the peroxidation of membrane lipids, the factors which would
explain changes of lichen biosorption capacity. The role of desiccation-induced and
oxidative stresses in the chemical element release in lichens were discussed.

This thesis opens new perspectives in the computerization and the improvement
of the air quality diagnosis using lichens, as well as in a better understanding of the
response mechanisms of lichenized fungi to the atmospheric pollutions.






