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Résumé

Parmi les polluants présents dans la troposphère, l’ozone (O3) est probablement l’un des plus 
stressant pour les organismes, du fait de son fort potentiel oxydant. Par exemple, de fortes 
concentrations d’O3 ([O3]) peuvent affecter l’émission des composés organiques volatils (COVs) 

permettant aux plantes de communiquer avec leur environnement. De plus, l’O3 peut réagir avec ces 
COVs dans l’atmosphère pour créer de nouvelles molécules, modifiant ainsi le signal chimique émis 
par les plantes. Or, ce signal est déterminant dans les interactions plantes-insectes. De nombreuses
études ont montré les effets de l’O3 sur les parties végétatives des plantes mais très peu se sont 
intéressées aux parties reproductives, généralement responsables de l’attraction des pollinisateurs. 

L’objectif de cette thèse est donc d’améliorer nos connaissances sur l’effet de l’O3 dans les étapes de 
la communication chimique plantes-pollinisateurs, à savoir (i) l’émission par la plante des COVs 
floraux, (ii) le signal chimique lors de son transport dans l’atmosphère et (iii) la reconnaissance de ce 

signal par les pollinisateurs. 
En Méditerranée, les interactions entre le figuier méditerranéen, Ficus carica (Moraceae), et 

son pollinisateur très spécifique, Blastophaga psenes (Agaonidae), et entre la lavande vraie, Lavandula 

angustifolia (Lamiaceae) et son pollinisateur très généraliste l’abeille domestique, Apis mellifera

(Apidae), sont les deux modèles d’études emblématiques choisis pour répondre aux objectifs de cette 
thèse, de par leur degré de spécificité, et la fréquence et l’intensité des pics de pollution à l’O3 dans 
cette région. 

Ces travaux de thèse ont combiné des études descriptives et expérimentales afin de déterminer 
(i) le rythme journalier d’émission des COVs chez la lavande et le figuier, (ii) les variations in natura

d’émission des COVs floraux de figuiers exposés de façon chronique ou ponctuelle à une pollution à 

l’O3 et à d’autres facteurs du changement climatique, (iii) la réponse des deux espèces exposées, en 
conditions contrôlées, à un pic de pollution à l’O3 en terme d’émission de leurs COVs floraux, (iv) la 
réaction de l’O3 avec les COVs floraux dans une atmosphère contrôlée et (v) les conséquences de ces 
deux effets sur l’attraction de leurs pollinisateurs. 

Les résultats mettent en évidence (i) pour les deux modèles, un rythme d’émission de COVs a 

priori corrélé à l’intensité lumineuse mais avec différents pics d’émission dans la journée selon les 

COVs ; (ii) pour le figuier, une variation saisonnière très marquée de l’émission des COVs floraux in 

natura, en lien avec la température, la sécheresse et les pollutions chroniques et ponctuelles à l’O3 ; 
(iii) qu’une exposition en conditions contrôlées des deux espèces pendant 5 h à 200 ppb d’O3 ([O3] 
maximale répertoriée dans les 15 dernières années en méditerranée) n’a pas d’effets immédiats sur 
l’émission de leurs COVs floraux, mais que (iv) ces COVs seuls exposés à différentes [O3] réagissent 
différentiellement avec l’O3 pour former de nouvelles molécules, ceci faisant varier les proportions de 
COVs dans le mélange dès 40 ppb d’O3, et enfin, (v) chez le figuier, que ces variations de COVs 
inhibent l’attraction du pollinisateur. Cette étude a mis en évidence des sources de variations dans 
l’émission des COVs floraux chez les deux espèces modèles mais a également permis d’avoir une 

vision intégrative de l’effet d’un pic de pollution à l’O3 sur la concentration des COVs autour de ces 
plantes. Plus généralement, ces travaux de thèse soulignent l’importance d’étudier les facteurs du 

changement climatique co-occurant in natura, notamment les effets de la concentration de différents 
polluants atmosphériques, sur la communication chimique dans différentes interactions plantes-
pollinisateurs afin de mettre en place des mesures de protection de ces interactions face aux 
changements environnementaux actuels et futurs.
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Abstract

Among the pollutants present in the troposphere, ozone (O3) is probably one of the most 
stressful for organisms, owing to its strong oxidizing potential. For example, high concentrations of 
O3 ([O3]) can affect the emission of volatile organic compounds (VOCs) that allow plants to 
communicate with their environment. Moreover, O3 can react with these VOCs in the atmosphere to 
create new molecules, thus degrading the chemical signals upon which plant-insect interactions,
including plant-pollinator interactions, depend. Many studies have shown the effects of O3 on the 
vegetative parts of plants but very few have studied their effects on their reproductive parts, which are
generally responsible for the attraction of pollinators. This work therefore aims to provide knowledge 
on the effect of O3 in plant-pollinator chemical communication, namely, its effects on (i) the emission 
of floral VOCs by the plant, (ii) the chemical signal during its transport in the atmosphere and (iii) the 
recognition of this signal by pollinators. 

In the Mediterranean region, the interactions between the Mediterranean fig tree, Ficus carica

(Moraceae), and its specific pollinator, Blastophaga psenes (Agaonidae), and between the true 
lavender, Lavandula angustifolia (Lamiaceae), and its generalist pollinator, the honeybee, Apis 

mellifera (Apidae), are the two emblematic study models chosen to meet the objectives of this 
dissertation, owing to their different specificity and to the frequency and intensity of O3 pollution peaks 
in this region. 

This work combined descriptive and experimental studies to determine (i) the daily rate of 
VOCs emission from flowering plants, (ii) the in natura variation in emission of floral VOCs from fig 
trees exposed chronically or punctually to O3 pollution and other variables affected by climate change,
(iii) the response of plants exposed under controlled conditions to a peak of O3 pollution, in terms of 
their emission of floral VOCs, (iv) the reaction of O3 with floral VOCs in a controlled atmosphere, and 
(v) the consequences of these two effects on the attraction of pollinators. 

The results show that (i) for both models, VOCs emission is correlated with light intensity but 
also shows different emission peaks during the day, depending on identity of the VOCs; (ii) for F.

carica, there is marked seasonal variation in the emission of VOCs in natura, with light intensity, 
temperature, drought and chronic and acute source of O3 pollution responsible for variations in the 
emission of floral VOCs; (iii) for both species, exposure under controlled conditions for 5h to 200 ppb 
O3 (maximum ([O3] recorded in the last 15 years in the Mediterranean region) has no immediate effect 
on emission of floral VOCs, but (iv) floral VOCs alone exposed to different [O3] react differentially 
with the pollutant to form new molecules, thus modifying the proportions of VOCs in the mixture at 
[O3] as low as 40 ppb, and finally, (v) in F. carica, these modifications of VOCs significantly inhibit 
the attraction of the specific pollinator. This study highlights sources of variation in floral VOC 
emission in the two model species but also provides an integrative view of the effect of acute exposure 
to high [O3] on the concentration of VOCs around these plants. Behavioral tests with different 
pollinators are now essential to characterize the resilience of these interactions to the [O3]-induced
variations in VOCs highlighted in this study. More generally, this work points to the importance of 
studying factors of climate change co-occurring in natura, including the effects of the concentrations
of different air pollutants, on chemical communication in different plant-pollinator interactions in order 
to define measures to protect these interactions in the face of current and future environmental changes.
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Chapitre 1. Introduction générale

1.1. Communication chimique dans les interactions plantes-pollinisateurs

Les plantes sont des organismes vivants n’ayant pas la possibilité de se mouvoir ou de fuir des 

dangers tels que la prédation, les inondations ou la sécheresse. De même, les plantes ne peuvent se 

déplacer pour se reproduire. Pour leur survie, les végétaux ont donc dû développer des stratégies de 

défense et de reproduction dotées d’une grande plasticité, autres que le déplacement qui confère aux 

animaux le moyen efficace de se protéger des contraintes de leur environnement. Parmi ces stratégies, 

les plantes émettent des signaux à destination des espèces avec lesquelles elles sont en interaction, que 

ce soit pour leur défense ou leur reproduction. Ces signaux peuvent être visuels comme les formes et 

les couleurs, tactiles comme la texture des tissus mais aussi chimiques, au travers des odeurs. La 

communication chimique est l’une de ces propriétés que les plantes ont développé sur des millions 

d’années (Pellmyr & Thien 1986). Ce type de communication fait intervenir tout un réseau de 

molécules entre les plantes et les animaux qui s’est construit pour assurer les fonctions nécessaires à 

la survie et à la reproduction des plantes telles que la pollinisation, la dissémination des graines ou la 

protection contre les herbivores (figure 1).
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1.1.1. Les Composés Organiques Volatils (COVs) chez les plantes

Les molécules impliquées dans les interactions entre les plantes et leur environnement sont 

appelées sémio-molécules ou composés allélochimiques. Ce sont des métabolites spécialisés 

(longtemps appelés métabolites secondaires) qui sont synthétisés puis libérés par différents 

compartiments cellulaires des plantes par lixiviation, exsudation, décomposition ou volatilisation 

(Duke et al. 2000 ; Maffei et al. 2010 pour revue). Ces métabolites peuvent également être stockés 

dans des structures dédiées (canaux de résine, trichomes glandulaires) (figure 2) chez certaines espèces 

(tomate, menthe, pin et lavande par exemple). On parle de Composés Organiques Volatils (COVs) 

lorsque ces métabolites s’évaporent à température ambiante. Cette propriété leur permet de traverser 

les membranes cellulaires pour être libérés dans l’atmosphère (Pichersky et al. 2006) et participent aux 

interactions écologiques entre les plantes et toutes les composantes de leur environnement.

Figure 1. Schéma illustrant les principales interactions 

chimiques connues entre les plantes et les animaux. 
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Les COVs sont très divers chez les plantes, on peut en compter des milliers (Adams, 2007) 

dont plus de 1700 seraient principalement émis par les fleurs (Knudsen 2006, Knudsen and 

Gershenzon, 2020) et sont classés dans différentes familles chimiques selon leurs propriétés et leur 

voie de biosynthèse (Dudareva et al. 2004) (figure 3). 

Les COVs appartiennent à plusieurs familles chimiques : 

· les terpènes et isoprenoïdes, polymères d’isopentenyl diphosphate (IPP sur la figure 3) et de 

dimetylallyl diphosphate (DMAPP sur la figure 3). Les terpénoïdes volatils constituent la plus 

grande classe de composés volatils végétaux. Ils présentent plusieurs squelettes de carbone et leur 

structure chimique est extrêmement variable, mais ils ont en commun leur biosynthèse (même 

précurseurs mais pas même voie de biosynthèse, figure 3), qui a lieu dans presque tous les organes 

végétaux, y compris les racines, les tiges, les feuilles, les fruits et les graines, mais leurs plus 

grandes quantités sont libérées principalement par les fleurs (Dudareva et al. 2013) ;

· les phenylpropanoïdes et benzenoïdes, dérivés phénoliques non azotés ;

· les oxylipides aussi connus sous le nom d’oxylipines, dérivés d’acides gras oxydés ;

· les dérivés d’acides gras non oxydés ;

· les molécules soufrées, plus rares chez les plantes

Figure 2. Dessins simplifiés des différents types de structures dédiées ou non au stockage de COVs dans la 
plante. a) Trichomes non-glandulaires incapables de produire ni de stocker des métabolites mais qui peuvent 
augmenter la résistance aux herbivores en interférant leur déplacement ou leur nourrissage (Kennedy, 2003), augmenter 
leur surface de réflectance et ainsi réduire l’interception des radiations solaires donc de résister à la perte d’eau (Cescatti 
& Niinemets, 2004), ou encore de participer aux réactions chimiques à la surface des feuilles (Li et al. 2018); b)

Trichomes glandulaires capités et peltés qui peuvent sécréter un large panel de métabolites spécialisés dans la défense 
contre diverses attaques biotiques et abiotiques. Les trichomes capités (les deux premiers trichomes glandulaires sur le 
dessin) sécrètent plutôt des diterpènes et autres composés pas très volatils qui agiraient directement comme des 
répulsifs contre les ravageurs (Jud et al. 2016). Les trichomes peltés (dernier trichome glandulaire sur la figure) 
produisent et stockent plutôt des COVs dont l’émission sera induite par des stress abiotiques ou biotiques ; c) coupe 
transversale d’une structure type « canaux de résine ». La flèche indique la cavité où la résine est sécrétée et est 
véhiculée dans les tissus de la plante. Cette structure se retrouve beaucoup chez les gymnospermes.



2626

La diversité de ces molécules et les possibilités de combinaison offrent énormément de 

possibilités quant à la composition du signal chimique d’une plante. En effet, le signal émis peut se 

composer de plusieurs de ces molécules d’une ou de plusieurs de ces différentes familles et aura pour 

vocation de véhiculer un message généraliste ou spécifique selon sa composition, selon le message à 

émettre et qui en sera le récepteur. Les COVs émis par la plante constituent un mélange olfactif, le 

plus souvent, agissant comme un passeport ou une carte d’identité dans un paysage olfactif complexe 

(Raguso, 2003, Conchou et al 2019) afin de pouvoir être reconnu parmi d’autres espèces. 

Figure 3. Schéma fonctionnel simplifié des principales voies de biosynthèse des métabolites spécialisés chez 
les plantes. La voie MEP (Methyl pyruvate) donnent lieu à la formation de monoterpènes et de diterpènes. Ces 
derniers sont les précurseurs d’homoterpènes et de caroténoïdes. L'isoprène est généré à partir du DMAPP. Les 
sesquiterpénoïdes sont générés par le farnesyl diphosphate dérivée de la voie du mevalonate cytosolique. Les 
oxylipines sont générées à partir des acides gras qui sont clivés en « Green Leaf Volatiles » (GLVs) et en dérivés 
de jasmonate. Les COVs aromatiques tels que l'eugénol dérivent des phélylpropanoïdes, tandis que le Methyl 
salicylate dérive de l’acide salicylique généré à partir de l'acide benzoïque ou par méthylation de l’acide salicylique 
dérivant de l'isochorismate. (modifié de Maffei 2010)
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1.1.2. Détection des COVs par les pollinisateurs 

Les plantes entretiennent une relation mutualiste avec certains animaux, le plus souvent des 

insectes (Farré-Armengol et al., 2020), pour se reproduire. Les insectes sont un vecteur, autre que le 

vent, que les plantes utilisent pour transporter le pollen d’une plante à une autre (Moreira-Hernández 

et Muchhala, 2019). L’ensemble des traits floraux s’étant adaptés au cours de l’évolution en réponse à 

des vecteurs de pollinisation (vent, différents animaux et insectes) forme ce que l’on appelle le 

syndrome de pollinisation. Ce concept, bien que critiqué de par le fait que les fleurs attirent un spectre 

de visiteurs plus large que ce à quoi on pourrait s'attendre sur la base de ces syndromes et que les fleurs 

divergent souvent sans exclure un type de pollinisateur au profit d'un autre, les syndromes de 

pollinisation restent d'une grande utilité pour comprendre les mécanismes de diversification des traits 

floraux, dont le signal chimique émis par les inflorescences à destination des pollinisateurs (Fenster et 

al., 2004).

Les plantes, et notamment les fleurs, attirent les « pollinisateurs » en émettant un mélange de 

COVs en différentes proportions, ou par une molécule unique et spécifique (« private channels »),

informant l’insecte sur l’identité de la plante, la localisation, l’abondance et la qualité des fleurs 

(Raguso, 2008). En outre, les fleurs attirent les pollinisateurs en exploitant leur préférence innée à 

certains COVs (Schiestl & Johnson, 2013) et/ou leur capacité à associer une récompense à une odeur 

par apprentissage (Knudsen et al., 2006 ; Raguso, 2008 ; Farré-Armengol et al., 2013). Pour fidéliser 

leurs pollinisateurs les plantes offrent souvent à ces insectes une récompense de nature nutritionnelle

(Wright & Schiestl, 2009) ou peuvent également offrir un site de reproduction et de ponte (Sakai, 

2002). C’est en partie par ce système de fidélisation que des interactions plantes-pollinisateurs ont pu 

se spécialiser, conjointement aux traits floraux, et aller de la généralisation (insecte non-spécifique à 

une espèce ou une famille de plante) à la spécialisation (insecte spécifique à une famille de plante ou 

à une espèce de plante). La capacité des pollinisateurs à discriminer les plantes est en partie 

conditionnée par la concentration, l’identité, les proportions de ces COVs dans l’atmosphère (Wright 

et al. 2005 ; Riffel 2011 ; Conchou et al., 2019) et parfois même leur fréquence d’émission (Riffel et 

al. 2014). C’est ainsi que les COVs structurent notamment les réseaux plantes-pollinisateurs (Burkle 

et Runyon, 2019), réseaux dont l’activité est cruciale pour le fonctionnement des écosystèmes naturels 

et agricoles (Fontaine et al. 2005, Klein et al., 2007).

Les insectes détectent les COVs via leur système olfactif. La localisation de fleurs sur de 

longues distances est essentielle pour qu'un insecte pollinisateur puisse trouver les ressources 

nécessaires à ses besoins parmi lesquels se nourrir et se reproduire. Cependant peu de travaux ont 

décrit à ce jour la capacité des insectes à distinguer l'odeur de leur cible parmi un mélange d'autres 
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odeurs que compose le paysage olfactif environnant (Wilson et.al 2015 ; quelques pistes listées dans 

Rusch et al. 2016).

Pour détecter ces signaux olfactifs, les insectes ont développé un système sensoriel sophistiqué 

composé de neurones récepteurs olfactifs (ORN) situés dans les sensilles olfactives principalement 

localisées sur les antennes (Keil 1999) (figure 4). Les molécules odorantes pénètrent à travers les pores 

cuticulaires et sont ensuite transportées par des protéines de liaison (OBP) jusqu'à la membrane des 

ORN, où elles interagissent avec les récepteurs olfactifs (OR), ce qui conduit finalement à la génération 

de potentiels de réaction (PR) (Jacquin-Joly & Lucas 2005, Wilson & Mainen 2006, Hansson & 

Stensmyr 2011). Le signal est ensuite conduit jusqu’au travers du système nerveux central où il est 

d’abord intégré au niveau des neurones globulaires, les glomérules, dans le lobe antennaire (Rospars 

1988), dont l'activation est spécifique de l'odeur et reproductible au sein d'une espèce donnée (Galizia 

& Szyszka 2008) (figure 4). Ce signal traité va ensuite être transporté par les neurones de projection 

(PN) jusqu’aux centres supérieurs du cerveau, les corps pédonculés et la corne latérale. 

Face à des conditions environnementales et physiologiques variables, le système olfactif des 

insectes peut remodeler ses connexions neuronales. C’est ce qu’on appelle la plasticité olfactive. Deux 

types de plasticité olfactive entrainant une modulation comportementale et leur base neuronale ont été 

étudiés jusqu'à présent : la plasticité induite par des changements physiologiques (besoin de trouver 

un partenaire, niveau de faim) et par des changements induits par l'environnement (modification de 

certains paramètres environnementaux) ou par l'expérience (apprentissage) (Gadenne et al. 2016 ; 

Jones & Agrawal 2017). Cette plasticité olfactive se traduit plus simplement par la capacité des insectes 

à adapter leur réponse à de nouveaux stimuli par la modulation de leur système sensoriel. 

Figure 4. Schéma simplifié de la voie olfactive chez les insectes. Des amines biogènes, des hormones et des 
neuropeptides peuvent moduler les systèmes nerveux périphérique et central, entraînant des modifications de la sensibilité 
aux odeurs actives sur le plan comportemental et donc des modifications du comportement (i.e. apprentissage). 
Abréviations : ORN, neurone récepteur olfactif ; OBP, protéine de liaison de l'odeur ; OR, récepteur olfactif (modifié de 
Gadenne et al. 2016).
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L'apprentissage chez les insectes est remarquablement commun (Papaj & Pokopy 1989 ; Dukas 2008) 

mais pas omniprésent (Kerpel & Moreira 2005). Par exemple, les abeilles domestiques, et les bourdons 

peuvent apprendre à associer les couleurs, les formes, les motifs, les champs électriques, les textures, 

les emplacements des fleurs et les odeurs aux récompenses en nectar (pour review voir Dukas, 2008 

et Jones & Agrawal 2017). 

1.2. Facteurs influençant l’émission des COVs par les plantes

La concentration en COVs autour d’une plante va dépendre, de leur volatilité, de la pression de 

vapeur des COVs, de leur résistance de diffusion dans l’atmosphère, mais surtout de leur émission qui 

peut être régulée par des paramètres internes (génétique et biochimique) et/ou externes (Peñuelas & 

Staudt, 2001 pour une revue).  Ces paramètres externes peuvent être d’origine biologiques (facteurs 

biotiques) comme l’attaque d’un herbivore ou de parasites, ou peuvent être de nature physico-chimique 

(facteurs abiotiques) comme les températures extrêmes, la lumière, la sécheresse, la pollution des 

milieux (Boncan et al. 2020 pour une liste non-exhaustive des rôles et effets des terpènes sur les 

insectes et stress abiotiques). Les paramètres externes vont entrainer des variations de l’émission des 

COVs présents de manière constitutive et sont alors dits « induits » (Holopainen, 2004). Ils vont venir

complexifier le signal chimique autour de la plante, alors compris ou non par les insectes associés

(figure 5). 

Figure 5. Facteurs influençant l’émission et la diffusion des COVs par la 
plante. Les symboles ‘–‘ indiquent une inhibition et les ‘+’ une stimulation. 
(adapté de Peñuelas et Staudt, 2001) 
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1.2.1. Les paramètres internes : facteurs génétiques et biochimiques

Comme les autres organismes, les plantes possèdent des horloges biologiques endogènes qui 

leur permettent d'organiser les processus métaboliques, physiologiques et de développement. 

L'horloge biologique est le système circadien qui régule les rythmes journaliers (sur 24 heures). Des 

rythmes journaliers d'émission de COVs ont déjà été mis en évidence chez certaines plantes (pour une 

liste voir Zeng et al., 2017). De plus, la formation des COVs dépend de voies biochimiques et 

moléculaires complexes qui impliquent l'interaction de centaines de gènes (Pichersky et al 2006 ; 

Petersen 2007 ; Maffei 2010 ; pour un focus sur les terpènes Chen et al. 2011 ; Abbas et al. 2017 ;

Boncan et al. 2020). L'expression de gènes clés dans la voie de biosynthèse peut également déterminer 

la rythmicité de l'émission de substances volatiles en aval sous contrôle d’un rythme circadien.

Dans certains cas, l'efficacité de l'émission de COVs dépend de la disponibilité de substrats 

pour l'étape finale de la formation des composés, notamment lorsque les enzymes responsables de la 

réaction finale ont une grande spécificité de substrat (Duradeva & Pichersky 2000 ; Hendel-Rahmanim

et al. 2007). Bien qu'une relation étroite entre la disponibilité des substrats et l'émission rythmique de 

COVs ait été prouvée chez certaines espèces végétales (Kolosova et al. 2001 ; Bruggemann et al. 

2002), on connaît peu les mécanismes moléculaires qui sous-tendent l'émission rythmique des COVs. 

La formation des substances volatiles peut dépendre non seulement de la disponibilité du substrat et 

des enzymes biosynthétiques nécessaires, mais aussi des facteurs de transcription (Picazo-Aragonés et 

al. 2020) ou encore potentiellement d'autres facteurs comme certains facteurs environnementaux.

En résumé, il existe trois principaux mécanismes de régulation de l'émission rythmique des 

volatils chez les plantes : l'expression génétique des enzymes clés ou finales des voies de biosynthèse 

ou leur activité enzymatique, la disponibilité des substrats et les facteurs de transcription ; la première 

pouvant être modulée par des facteurs externes comme la lumière ou la température.
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1.2.2. Les paramètres externes : facteurs biotiques et abiotiques

Les plantes doivent également faire face à des variations des facteurs biotiques et abiotiques

liées à leur environnement.

Par exemple, contre les attaques d’herbivores, la plante peut se protéger directement ou 

indirectement de ces agresseurs en sécrétant des COVs répulsifs ou en émettant des COVs par les 

feuilles qui vont attirer les ennemis naturels des herbivores (Turlings et al. 1990, Ferry et al. 2007). 

Une étude de 2011 sur Brassica rapa a montré que la plante pouvait même émettre des composés 

différents selon le type d’herbivorie (racines et/ou feuilles) (Pierre et al., 2011). Certains des COVs 

émis par la plante suite à une attaque par un herbivore peuvent servir de message à d’autres plantes 

voisines de la même espèce, ou d’espèce différentes, qui mettront en place toute la machinerie 

chimique pour répondre rapidement en cas d’attaque par ces herbivores, mécanisme de « priming » 

(Dick & Van Loon 2000, Engelberth et al. 2004 ; Faiola & Taipale, 2020). Moins communément

montré, l’émission de COVs floraux seraient aussi impactée par l’action des herbivores sur la plante

(Kessler et al., 2011 ; Burkle & Runyon, 2016). Notamment, les émissions de COV des inflorescences

de Solanum peruvianum ont significativement changé (augmentation de la concentration de 

sesquiterpènes) en réponse à l'herbivorie des feuilles et à l'application de jasmonate de méthyle pour 

simuler une attaque d’herbivore (Kessler et Halitschke 2009). Des auteurs ont même cherché à 

comprendre dans quelle mesure les changements dans les signaux olfactifs émis par les plantes à fleurs 

endommagées par les herbivores peuvent influencer le comportement des pollinisateurs. Chez

Cucurbita pepo subsp. texana, par exemple, aucun effet du nombre de fleurs, de leur présentation ou 

de la qualité des récompenses sur le comportement des pollinisateurs n'a été enregistré après une 

simulation expérimentale d’herbivorie sur les feuilles. En revanche, la visite des pollinisateurs a été 

réduite en réponse aux changements du taux d'émission de substances volatiles des fleurs après que 

les feuilles aient été endommagées mécaniquement (Theis et al., 2009 ; Ramos & Schiestl, 2019).

Les modifications dans l’émission de COVs des plantes pourraient aussi être causées par des 

changements journaliers des conditions abiotiques, par exemple la lumière et la température (Owen et 

al., 2002 ; Lerdau et Gray, 2003). La température, la sécheresse, la lumière et la pollution 

atmosphérique sont quelques exemples de facteurs dont l’effet sur la production et l’émission des 

COVs ont été étudiés (Peñuelas & Lluisà 2001 et 2003, et voir pour revues : Ramakrishna & 

Ravishankar 2011 ; Yang et al., 2018).

La disponibilité en eau (sécheresse) devrait être un facteur limitant l’émission des COVs de par 

le fait que celle-ci génère un manque de carbone et d’énergie à la plante, la fermeture des stomates et 

une diminution de l’humidité faisant chuter la perméabilité de la couche d’échange des gaz. Pourtant, 
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la sécheresse entraine souvent l’augmentation de l’émission, par les feuilles, d’isoprène, par exemple,

jusqu’à un plateau, alors que pour les monoterpènes, sesquiterpènes et autres COVs, leur émission 

totale par les feuilles et les fleurs augmente de façon proportionnelle à la diminution de la disponibilité 

en eau dans le sol (Ormeño et al. 2007 ; Genard-Zielinski et al. 2018 ; Glenny et al., 2018 ; Bonn et al. 

2019). Cependant, les émissions individuelles des composés monoterpéniques se comporteraient 

différemment de la somme totale, c'est-à-dire que les émissions de certains augmentent, tandis que 

d'autres diminuent lorsque la sécheresse augmente (Bonn et al. 2019 ; liste non exhaustive des 

publications ayant testé l’effet de la sécheresse dans Despinasse 2015). 

L’élévation de température fait souvent augmenter le taux d’émission de façon exponentielle 

de certains COVs, mais pas tous, jusqu’à un optimum qui dépend de l’espèce (Farré-Armengol et al. 

2014) avant de diminuer (Hu et al., 2013), en renforçant l’activité de synthèse enzymatique faisant 

ainsi augmenter la pression de vapeur des COVs et diminuant la résistance de leur diffusion (Tingey

et al. 1991). Ces effets concernent les COVs dont la biochimie et la volatilité de base permettent une 

telle réponse. Les terpènes qui ont un faible poids moléculaire et une forte volatilité sont plutôt 

concernés par ce phénomène au niveau des feuilles et des fleurs (Jacobsen & Olsen, 1994 ; Farré-

Armengol et al., 2014). 

L’irradiance influence la concentration totale en COVs dans les cellules en procurant une 

énergie biosynthétique qui régule leur synthèse sur le long terme. A plus court terme, la lumière 

influence indirectement l’émission foliaires et florales de COVs non-stockés qui ont besoin des 

produits issus de la photosynthèse pour être synthétisés (i.e. quelques terpènes et des composés 

oxygénés) (Jacobsen & Olsen, 1994 ; Kesselmeier 1996 ; Loreto 1996 ; Hu et al., 2013). Ainsi, 

l’ouverture des stomates dépend en général de l’intensité lumineuse. Chez les COVs stockés (la plupart 

du temps, des terpènes), cette dépendance à la lumière n’est vraie qu’au moment de leur synthèse mais 

cela ne s’applique pas au moment de leur émission.

Finalement, la pollution atmosphérique est un facteur qui préoccupe de plus en plus la 

communauté scientifique au vu du contexte du changement climatique et de la surexploitation des 

milieux. Certains polluants induisent la production et/ou l’émission par les feuilles de COVs dans les 

tissus de la plante et dans l’atmosphère, comme le CO2 ou l’ozone. Par exemple, des augmentations et 

des diminutions des émissions de COVs ont été décrites en présence de concentrations élevées de CO2, 

en fonction des espèces et des conditions environnementales (Peñuelas & Llusià, 1997 et autres listés 

dans Daussy, 2020). Par contre, on sait peu sur la réponse des fleurs exposées à des polluants en terme 

d’émission de COVs.
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Si les facteurs du changement climatique peuvent modifier la synthèse et l’émission des COVs 

des plantes, ils peuvent ainsi indirectement agir sur la stabilité du signal chimique émis dont les 

composés responsables de l’attraction des insectes (Yuan, 2009 ; Li et al. 2016). Le changement 

climatique, amorcé pendant la révolution industrielle dès la fin du 19° siècle, a donc engendré de 

nouvelles pressions environnementales auxquelles doivent faire face les organismes dans leurs 

écosystèmes.

1.3. Pollution atmosphérique

1.3.1. Augmentation des concentrations en polluants et tendances futures

L’environnement subit actuellement des changements drastiques liés aux activités humaines 

notamment suite à la fragmentation des habitats, l’augmentation de la température ou la pollution des 

milieux. L’anthropisation de l’environnement fait augmenter la concentration en constituants 

chimiques naturels dans l’atmosphère (souvent les gaz à effet de serre), ou entraine la production de 

nouveaux composés artificiels (COVs anthropiques). Naturels ou artificiels, ces composés sont

souvent toxiques à fortes concentrations et perturbent le fonctionnement de nombreux écosystèmes. 

Ce sont, le plus souvent, des polluants dit primaires, tels que le dioxyde de carbone (CO2) ou le 

méthane (CH4), ou des polluants secondaires qui se forment par des réactions physico-chimiques 

complexes dans l’atmosphère (l’ozone troposphérique par exemple). Selon le rapport du GIEC 

(Groupe d'experts intergouvernemental sur l'évolution du climat) de 2021, les températures de surface 

devraient augmenter au cours du 21ème siècle dans tous les scénarios évalués1 (du plus optimiste au 

plus pessimiste) entre 1.2 °C et 1,9 °C pour la période 2021-2040 et entre 1°C et 5.7°C pour la période 

2081-2100 par rapport à la période 1850-1900. Il est donc très probable que les vagues de chaleur et 

de pollution atmosphérique se produiront plus souvent et dureront plus longtemps. 

Le climat méditerranéen est actuellement caractérisé par une température élevée, une forte 

insolation et une sécheresse prolongée pendant l'été, conditions qui favorisent la formation 

                                               
1 Le GIEC (IPCC en anglais) a évalué la réaction du climat à cinq scénarios qui couvrent les évolutions 
possibles des facteurs anthropiques du changement climatique que l'on trouve dans la littérature. Ils 
débutent en 2015  (anciennement « RCP » depuis 1990) et comprennent des scénarios d'émissions de 
Gaz à Effet de Serre (GES) élevées et très élevées et d'émissions de CO2 qui doublent par rapport aux 
niveaux actuels d'ici 2100 et 2050 (SSP3-7.0 et SSP5-8.5), des scénarios d'émissions de GES 
intermédiaires et d'émissions de CO2 restant autour des niveaux actuels jusqu'au milieu du siècle  
(SSP2-4.5), et des scénarios d'émissions de GES très faibles et faibles et d'émissions de CO2 diminuant 
jusqu'à un niveau net nul vers 2050 ou après, suivis de niveaux variables d'émissions nettes négatives 
de CO2 (SSP1-1.9 et SSP1-2.6).
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photochimique de l'ozone troposphérique (O3) (Millán et al., 2000 ; Paoletti, 2006). Ces conditions de 

température, d’intensité lumineuse et de pollution devraient augmenter en fréquence et en intensité à 

l'avenir (GIEC, 2021). La végétation méditerranéenne déjà exposée depuis des années à des stress 

climatiques ont typiquement développé des adaptations à la sécheresse et à l’insolation.

Par exemple, la morphologie des feuilles, la conservation de l'eau par une transpiration réduite et 

la synthèse et l'émission de COVs biogéniques comprenant de puissants antioxydants (Nali et al., 2004 

; Paoletti, 2006 ; Calfapietra, Fares, & Loreto, 2009), sont des mécanismes d’adaptation des plantes 

méditerranéennes. Pourtant, cette région est l’une des régions européennes qui présente les taux les 

plus élevés d’O3 bien qu’elle soit sujette, comme les autres régions, à une variabilité des concentrations 

d’O3 dans le temps et dans l’espace : variation 

interannuelle, saisonnière (plus importantes en été 

qu’en hiver), journalière et intra-jour (plus importantes 

en journée que la nuit). Notamment, du 1er au 15 août 

2003, des conditions anticycloniques ont prévalu en 

France, favorisant ainsi le développement d'un épisode 

de pollution à l’O3. Cet épisode a été hors norme par 

son extension géographique, sa durée et les niveaux 

d'O3 rencontrés. En Méditerranée, 417 µg/m3

(équivalent à 209 ppb) ont été atteints près de 

Marseille, et le seuil d'information de la population 

pour ce polluant (180 µg/m3, concentration moyenne 

horaire, voir Box1) a été dépassé à plusieurs reprises 

sur l'ensemble du territoire français et dans de 

nombreux pays voisins (Vautard, 2005) (figure 6). 

1.3.2. L’ozone troposphérique (O3) 

Parmi les polluants secondaires, l’ozone troposphérique (O3) est un des principaux polluants 

contribuant au dérèglement climatique. L’O3 se retrouve aujourd’hui dans la troposphère dû aux 

échanges pouvant avoir lieu avec l’O3 stratosphérique (Junge, 1962) mais c’est aussi un des produits 

de la réaction avec les rayons UV et des oxydes d’azotes (NOx), libérés par les activités humaines

(principalement par les sources de combustion) et certains COVs d’origine biologique ou anthropiques

(National Research Council, 1991). Une fois dans l’atmosphère les NOx réagissent donc avec les 

rayons UV (350-400 nm) pour former des molécules de NO et laisser un atome d’oxygène libre : c’est 

Figure 6. Carte représentant les concentrations 

d'ozone au sol (en µg/m3) le 8 août 2003 à 14 heures. 
Les isolignes représentent les concentrations simulées 
(en ppb) - a posteriori - par le modèle CHIMERE ; les 
points font référence aux observations in-situ
(effectuées par les réseaux locaux de surveillance de la 
qualité de l'air). Les dépassements du seuil de 180 
µg/m3 (soit 90 ppb) sont représentés par les points 
noirs. (https://www.prevair.org/en/episode-o3.php)
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la photodissociation de l’azote. Cet atome d’oxygène va ensuite réagir avec le dioxygène (O2) pour 

former de l’O3. Mais ensuite, la réaction va être inversée et l’O3 va réagir avec les NO précédemment 

formés pour redonner des NOx et de l’O2. C’est le cycle de production-dégradation de l’O3, appelé 

cycle de Chapman (figure 7). En temps normal, ce cycle permet de maintenir une concentration d’O3

dans l’atmosphère entre 10 et 30 ppb. En revanche, avec l’augmentation des activités humaines, la 

surconcentration en NOx et en COVs anthropogéniques dans l’atmosphère va permettre à l’O3 de se 

former mais de ne pas être dégradé aussi rapidement. En effet, les NO destinés à la dégradation de l’O3

formé vont réagir préférentiellement avec les COVs et, de ce fait, l’O3 va s’accumuler dans 

l’atmosphère. Il s’agit là d’un cycle complexe de formation-dégradation. En ville, l’O3 est rapidement 

dégradé en présence de NOx tandis qu’en campagne, milieu pauvre en NOx, l’O3 va s’y accumuler.

Par ailleurs, il existe deux types de pollutions à l’O3 : une pollution, dite « de pointe », 

correspondant à un pic, ou épisode, de pollution entrainant une exposition de courte durée à des 

concentrations élevées de polluant; et une pollution, dite « de fond », correspondant à une exposition

chronique au polluant et des effets à long termes sur la santé. Aujourd’hui en France, comme dans 

beaucoup d’autres régions de l’Hémisphère Nord, le taux moyen d’O3 atteint 40 ppb, voire plus, avec 

un maximum enregistré à 417 μg/m3, soit 208 ppb environ, en août 2003 près de Marseille. Des 

modèles prédictifs de chimie de l’atmosphère, ont permis d’anticiper une hausse continuelle de la 

Figure 7. Cycle de Chapman. Repris de Koeta 2015
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concentration en O3 et donc de la pollution de fond, dans les quarante prochaines années, celle-ci étant 

déjà passée d’environ 10 ppb en moyenne dans les années 1900 à trois fois plus au début du 21° siècle. 

Il est ainsi prévu une augmentation de 5 ppb en moyenne en 2100 dans certaines régions du monde

sous le scénario le plus pessimiste (Sicard et al. 2017). Quant aux épisodes de pollution à l’O3, ils ne 

cesseront également d’augmenter sous ces conditions. Par exemple au cours des 3 dernières années, 

les seuils réglementaires de 60 ppb sur une période de 8h ont été dépassés plus de 25 jours avec des 

pics de pollution de plus de 100 ppb/h signalés chaque année (Atmo Occitanie).

L’O3 est probablement l’un des polluants les plus stressants pour les organismes de par sa 

capacité à générer un stress oxydatif. Ce stress oxydatif a lieu lorsque l’équilibre est perturbé entre les 

composés oxydatifs déjà présents chez les organismes (les dérivés réactifs de l’oxygène, ou « Reactive 

Box 1. Seuils réglementaires pour la protection de la population et de la végétation à l’O3

En France, le seuil d'alerte de pollution de pointe est fixé à 120 ppb d'exposition à l'O3 pendant 1 h pour la santé 

humaine, au-delà duquel des mesures sanitaires d'urgence doivent être prises comme un confinement de la population. 

Pour les végétaux, la valeur cible des directives Européennes est fixée à 18000 μg.m-3.h-1 (900 ppb) d'AOT40 (ozone 

cumulé au-dessus d'un seuil de 40 ppb entre 8h00 et 20h00 d'avril à août), pollution de fond, afin de prévenir les lésions 

physiques et physiologiques.

Disponible sur ecologie.gouv.fr
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Oxygen Species», qui sont des produits de réaction pendant la respiration cellulaire par exemple) et 

les antioxydants synthétisés ou consommés pour lutter contre ces réactifs. L’équilibre penche alors en 

faveur des dérivés de l’oxygène et peut engendrer la peroxydation des lipides, l’oxydation des 

protéines ou encore la mort cellulaire (Halliwell, 2006).

Chez l’Homme, l’inhalation de fortes concentrations d’O3 ([O3]) entraîne une diminution de la 

fonction pulmonaire avec inflammation et perméabilité des poumons plus ou moins grave jusqu’à la 

mort dans certains cas (Nuvolone et al., 2018). En conséquence, des directives européennes (directive 

2008/50/CE du parlement européen et du conseil du 21 mai 2008 concernant la qualité de l'air ambiant 

et un air pur pour l'Europe) ont fixé des seuils. Cependant en dehors de l’homme, aucun seuil 

réglementaire d’exposition n’a été fixé pour l’O3, ou pour d’autres polluants atmosphériques, pour la 

santé des animaux ou pour le maintien des interactions entre espèces (Box 1).

1.4. Effets de l’O3 sur les interactions plantes-pollinisateurs

1.4.1. Effets de l’O3 sur les plantes et sur l’émission de leurs COVs

Il a été montré à plusieurs reprises chez les plantes que de fortes concentrations d’O3

troposphérique sont à l’origine de nombreuses perturbations au niveau de leur physiologie telles que 

des lésions au niveau des feuilles (Black et al., 2007) (figure 8), la diminution de la croissance 

végétative et reproductive (Long & Naidu 2002), ou bien l’inhibition de l’activité des carboxylases 

(PEPc et Rubisco) et de la pigmentation photosynthétique (chlorophylles a et b) (Leitao et al. 2007). 

Ashmore (2005) a également montré que l’exposition à une concentration forte en O3, diminuerait la 

production de la biomasse.

D’autres études encore ont 

montré qu’une exposition des 

plantes à l’O3 ferait diminuer 

leur conductance stomatique 

(Wittig et al., 2007). La 

photosynthèse serait alors 

indirectement affectée par la 

fermeture des stomates en ayant 

un effet oxydant dans la voie 

apoplasmique des plantes.

Figure 8. Evolution des lésions foliaires d’une feuille mature de Brassica 

campestris immédiatement après 7h d’exposition à 70 ppb d’O3 (a), 17h après 
(b) puis immédiatement après une seconde exposition de la même plante le 

lendemain (c). Repris de Black et al. 2007
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Si l’O3 impacte la physiologie de la plante, on peut envisager des répercusions directes ou 

indirectes sur les voies de biosynthèse des métabolites donc, a priori, l’émission des COVs par les 

plantes. En effet, beaucoup d’études se sont intéressées à l’effet de l’O3 sur la production et l’émission 

des COVs par les feuilles (revues Peñuelas & Staudt 2001 ; Blande et al. 2014 et Feng et al. 2019 pour 

une meta-analyse). Certaines études ont tout d’abord montré que, lors d’une exposition relativement 

courte à l’O3, ce dernier induit directement l’émission de certains composés synthétisés et émis par les 

feuilles uniquement dans le but de protéger la plante contre l’oxydation (Loreto & Velikova 2001). 

Cette capacité à produire des COVs antioxydants représente un investissement élevé en carbone mais 

est une capacité omniprésente chez les plantes (Kesselmeier & Staudt, 1999). Les composés 

isoprénoïdes (l’isoprène et certains monoterpènes) sont les COVs qui, de par leur propriété anti-

oxydante, sont émis par les plantes en réponse à un stress oxydatif (Loreto & Velikova 2001). 

L’isoprène fait d’ailleurs l’objet de beaucoup d’études en écophysiologie des plantes. 

L’émission d’isoprène par les feuilles en réponse à une exposition de la plante à l’O3 a été observée

chez plusieurs espèces (Velikova et al., 2005; Fares et al., 2006). L’isoprène agit aussi à un niveau 

intracellulaire dans les feuilles où l’isoprène capture l’O3 absorbé par la plante et le maintiendrait à 

Box 2. Mécanismes connus de défense contre l’O3 chez les plantes

(i) Barrière chimique – par les COVs émis qui peuvent servir de protection pour les tissus de la plante en réagissant 

avec eux dans l’atmosphère. Il en résulterait donc moins d’O3 autour de la plante (Jud et al., 2016). L’isoprène est une 

molécule de faible poids moléculaire, donc qui nécessite moins de carbone pour sa synthèse, c’est d’ailleurs sans doute 

pour cela qu’il est assez ubiquitaire chez les plantes et que sa réactivité à l’O3 (réactivité évaluée à 1,3 jours dans 

Atkinson & Arey, 2003) lui confèrerait ce rôle de « protecteur ».  Les monoterpènes sont aussi des molécules au pouvoir 

antioxydant (Loreto & Velikova 2001). De façon générale, on peut penser que les espèces dont les inflorescences sont 

composées majoritairement de monoterpènes soient plus protégées contre de fortes [O3]. 

(ii) Barrière physique – par la surface foliaire et les trichomes qui peuvent servir de barrières à l’O3 jusqu’à un certain 

point. Une étude récente a montré sur différentes espèces possédant des trichomes, dont L. angustifolia, que plus la 

densité en trichomes glandulaires est grande, plus le seuil d’absorption d’O3 par les feuilles induisant une diminution de 

la photosynthèse et de la conductance stomatique augmente. En d’autres termes, plus la densité de trichomes 

glandulaires est grande, plus la tolérance à l’O3 l’est aussi (Li et al. 2018). Les feuilles et plus particulièrement leur 

cuticule sont aussi une barrière physique que les plantes peuvent tirer à leur avantage contre une exposition à l’O3

(Kerstiens & Lendzian 1989 ; Clifton et al., 2020), car les cires cuticulaires des feuilles peuvent en effet réagir avec l’O3

et contribuer à la réduction de la concentration d’O3 autour de la plante (Barnes et al., 1988 ; Sheperd & Griffiths, 2006).

(iii) Barrière physiologique – par l’absorption de l’O3 par les stomates et sa suppression dans les tissus foliaires chez 

certaines espèces. L’O3 et donc d’abord absorbé au niveau des stomates pour être détoxifié et son absorption est 

contrôlée par l’ouverture-fermeture des stomates (conductance stomatique) (Castagna & Ranieri, 2009). La fermeture 

des stomates répondrait alors à une cascade de réactions intracellulaires à partir d’un seuil d’absorption au-delà duquel 

il y a stress oxydatif (trop de ROS et pas assez d’antioxydants) (Kangasjärvi et al., 2005 ; détails de la cascade de 

réactions intracellulaire dans Castagna & Ranieri, 2009). 
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une concentration non toxique pour cette dernière (Loreto et al., 2001) (figure 9). En effet, certaines 

caractéristiques des plantes peuvent protéger la plante des effets de l’O3 (voir Box 2). 

Les monoterpènes ont également une activité anti-oxydante remarquable, c’est pourquoi ils 

sont aussi beaucoup utilisés en pharmacologie (Wojtunik-Kulesza et al., 2019 ; GraBmann, 2005). Des 

études ont montré que certains monoterpènes étaient émis par les feuilles, de la même façon que 

l’isoprène, en réponse à une exposition de la plante à l’O3 (Loreto et al., 2004) et que ces derniers 

contribuaient à la diminution de la teneur en ozone autour de la plante par des processus de réactions 

chimiques entre les monoterpènes (Lee et al., 2006), les sesquiterpènes (Bonn & Moortgat 2003) et 

l’O3. 

Contrairement aux travaux sur les feuilles, à ce jour il n’existe que deux études qui ont été 

réalisées sur les COVs émis par les parties florales des plantes en réponse à une exposition à l’O3. La 

première a permis de caractériser l’effet de ce polluant sur l’émission des COVs émis par les fleurs de 

quatre espèces de la famille des Brassicaceae (Saunier & Blande, 2019). Les résultats montrent que 

l’émission de composés individuels et leur contribution dans le mélange total de COVs changent 

Figure 9. Micrographies photoniques de sections 

transversales semi-fines de feuilles de tabac fumigées avec 

300 ppb d'ozone (A), simultanément avec 3 ppm 

d'isoprène et 300 ppb d'ozone (B), ou non exposées à 
l'ozone et à l'isoprène (C). Toutes les barres = 40µm. UE, 
épiderme supérieur ; LE, épiderme inférieur ; ST, stomates ; 
PC, cellules palissadiques ; SC, parenchyme lacuneux. Le 
mésophylle des feuilles de tabac exposées au traitement A 
s'est presque complètement effondré avec la disparition des 
tissus palissadiques et spongieux, la formation d'espaces 
vides abondants et la réduction remarquable de l'épaisseur des 
feuilles. Le mésophylle des feuilles de tabac exposées à 
l'ozone et à l'isoprène (B) a conservé les dispositions 
anatomiques des feuilles témoins (C), et seuls des dommages 
limités ont pu être occasionnellement observés. Repris de 
Loreto et al. 2001
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lorsque les plantes sont exposées à de fortes [O3] (> 80 ppb pendant 5 jours, 13 h par jour). Cette étude 

montre aussi un effet différent selon les espèces de Brassicaceae avec des sensibilités différentes à 

l’O3. L’émission de certains composés diminue (trans-β-ocimene notamment) alors que celle d’autres 

composés augmente (indole, methyl benzoate, methyl salicylate par exemple). L’autre étude a montré 

qu’une longue exposition à 90 ppb d’O3 d’individus de Rosa sp. faisait diminuer les concentrations de 

mono- et sesquiterpènes émis par les inflorescences (Yuan et al., 2021).

Si de nombreux travaux ont montré que l'exposition à l’O3 avait des effets nocifs sur les 

populations humaines, sur la végétation et leurs émissions de COVs par les feuilles et aussi a priori 

par les fleurs, nous manquons cruellement d'informations sur l'impact de l’O3 sur la résilience des 

interactions biotiques dans lesquelles ces COVs sont indispensables pour la rencontre des partenaires 

engagés dans ces interactions. 

1.4.2. La réaction des COVs avec l’O3

Nous avons vu que l’O3 peut affecter la physiologie des plantes, mais aussi la production et 

l’émission des COVs par les feuilles et les fleurs. Quelques études se sont intéressées à l’effet de l’O3

sur les molécules émises dans l’atmosphère et sur la composition du signal chimique dans l’air. Un 

nombre très limité d’études empiriques a exploré la réponse des insectes associés à ces plantes en 

conditions de pollution à l’O3 (Farré-Armengol et al., 2013 ; Fuentes et al., 2016 ; Li et al., 2016).

En plus de modifier l’émission de COVs des feuilles et des fleurs, l’O3 est impliqué dans la 

chimie de la basse atmosphère en réagissant avec eux jusqu’à former de nouveaux composés. Les 

constantes de vitesse de réactions de plusieurs COVs émis par la végétation avec l'O3 ont été mesurées

dans différents travaux depuis une vingtaine d’années (Shu et al. 1997 ; Calogirou et al. 1999). Certains 

composés sont plus « sensibles » que d’autres, c’est-à-dire qu’ils ont une réactivité plus forte avec 

l’O3, de par leur conformation, leur arrangement moléculaire (Yuan et al., 2009) (figure 10). 



4141

En particulier, certains terpénoïdes sont facilement oxydés, et leur durée de vie dans l'atmosphère 

ne dépasse pas quelques minutes à une exposition à 30 ppb d’O3 pendant 24h en moyenne (Atkinson 

& Arey 2003). La variation des durées de vie dépend du nombre de doubles liaisons C-C ou du degré 

d'insaturation du composé. Les composés saturés tels que le 1,8-cinéole et le camphre ont des temps 

de réaction avec l’O3 relativement longs. A l'autre extrême, les composés polyinsaturés tels que le 

limonène, le -ocimène et l' -terpinène réagissent très rapidement avec l'O3 (Calogirou et al. 1996). 

L'oxydation des terpènes a été étudiée par Calogirou et al. (1999) qui a démontré que les réactions 

ayant lieu entre l’O3 et les terpènes peuvent engendrer la formation d'une variété de « produits de 

réaction » ou « produits de dégradation » à partir du groupe carbonyle (principalement des cétones, 

hydroxycétones et aldéhydes) ainsi que des acides carboxyliques (Calogirou et al. 1999). En bref, l'O3

s'ajoute à la (aux) double(s) liaison(s) C-C des terpènes, ce qui entraîne la formation d'un ozonide 

Figure 10. Réactivité (basée sur les durées de vie dans l'atmosphère) avec O3 de composés sélectionnés représentant 
différents groupes de COV. Le degré de réactivité de l'O3 est basé sur les propriétés structurelles des COVs, telles que la 
présence de doubles liaisons dans le squelette carboné auxquelles l'O3 peut initialement s'ajouter. DMNT = (E)-4,8-
diméthyl-1,3,7-nonatriène ; TMTT = (E,E)-4,8,12-triméthyl-1,3,7,11-tridécatétraène. (Repris de Yuan et al., 2009)
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primaire instable qui se décompose à son tour pour former des époxydes ainsi qu'un biradical riche en 

énergie (intermédiaire de Criegee) et un carbonyle (Calogirou et al. 1999). La décomposition de 

l'intermédiaire de Criegee excité conduit également à la formation de OH (hydroxyde), qui peut 

également avoir un impact sur la chimie atmosphérique (Aschmann et al. 2002). Bien que le potentiel 

de l'isoprène et des monoterpènes pour la formation d'aérosols organiques secondaires ait fait l'objet 

de nombreuses études (Hoffmann et al. 1997 ; Yu et al. 1999 ; Atkinson & Arey, 2003), les preuves 

que les sesquiterpènes pourraient également être une source majeure de particules dans l'atmosphère 

s'accumulent (Bonn et Moortgat 2003 ; van Reken et al.2006 ; Winterhalter et al. 2009 et Jokinen et 

al. 2016).

Si le signal chimique des plantes se voit complexifié par la modification de la composition du 

mélange lors d’un épisode de forte concentration d’O3 (variation des concentrations des COVs, 

apparition de produits de réaction), il est facilement concevable que la reconnaissance par les insectes 

du signal émis spécifiquement devienne plus difficile voire impossible. Par ailleurs, les relations 

plantes-insectes se voient aussi menacées, à partir du moment où ces nouveaux composés peuvent eux-

mêmes être perçus par d’autres membres de la communauté comme des nouveaux signaux informatifs.

1.4.3. Réponse des insectes aux changements du signal chimique des plantes liés 

à l’O3

A l'heure actuelle, peu de recherches ont été réalisées sur les effets de la pollution atmosphérique 

sur la signalisation des plantes. Des recherches préliminaires (McFrederick et al 2008, Pinto et al 2010) 

montrent que les COVs impliqués dans les interactions plantes-insectes sont réactifs avec l’O3 et que 

ce dernier affecte donc ces interactions par l’altération chimique ou la modification des signaux 

olfactifs précédemment cités. En effet, la concentration du mélange olfactif est sévèrement impactée 

dans une atmosphère polluée par l'O3 (McFrederick et al. 2008), et les différences de réactivité des 

composés individuels entraînent une modification de la composition des profils de COVs (Pinto et al. 

2007a, b), et notamment leurs proportions (Wright et al. 2005; DeBruyne & Baker 2008).

Une série d’études a testé les impacts de l'O3 sur les interactions tritrophiques (plantes, 

herbivore, parasitoïde) en laboratoire (Pinto et al. 2007a, b ; Li et al. 2016) et sur le terrain (Pinto et al. 

2008). Ces études suggèrent que l'O3 peut réduire les capacités de ces insectes à utiliser les COVs

comme signaux informatifs. En effet, les tests de comportement en olfactomètre en Y ont montré que 

les parasitoïdes pouvaient encore utiliser les composés volatils des plantes induits par les herbivores 

pour localiser leurs hôtes en présence d’O3, mais, lorsqu'ils avaient le choix entre des signaux intacts 

et des signaux dégradés par l’O3, ils préféraient le signal non dégradé. Une autre étude (Fuentes et al. 
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2013) a testé l'effet de concentrations croissantes d'O3 sur la capacité de la chrysomèle rayée du 

concombre (Acalymma vittatum) à localiser les fleurs de sa plante hôte, Cucurbita foetidissima. Des 

expériences en olfactomètre en Y ont montré que pour des concentrations en O3 inférieures à 80 ppb,

ces herbivores se déplaçaient non aléatoirement vers leur plante hôte, mais que des concentrations

supérieures à 80 ppb entraînaient des déplacements aléatoires des coléoptères. Ceci suggère que les 

COVs émis par la plante dans l’atmosphère ne sont plus, ou mal, reconnus par l’herbivore lorsque les 

COVs sont exposés à plus de 80 ppb d’O3. Bien que la plupart des herbivores semblent réagir à des 

mélanges particuliers de composés chimiques plutôt qu'à des composés uniques (Bruce et al 2005), la 

dégradation des composés individuels peut rendre les signaux olfactifs émis par les plantes hôtes 

difficiles à identifier.

Il en va de même a priori pour les interactions plantes-pollinisateurs, même si très peu d’études 

se sont focalisées sur ces interactions dans le cadre des effets de l’O3. Ce n’est que très récemment, 

que quelques études comportementales ont démontré, par modélisation (Fuentes et al. 2016) ou 

expérimentalement (Farré-Armengol et al. 2016), que l’O3 inhibe fortement la reconnaissance des 

plantes par leur pollinisateur. Par exemple, l’attraction du bourdon terrestre (Bombus terrestris, 

Apidea) vers la moutarde noire (Brassica nigra, Brassicaceae) dont l’odeur a été exposée à de l’O3 a 

été étudié (Farré-Armengol et al. 2016). Les tests comportementaux révèlent que le bourdon n’a plus 

d’attirance pour les COVs émis par la fleur exposée à 120 ppb d’O3 lorsqu’il se trouve à une distance 

de 4,5 m. Une autre étude s’est intéressée à l’attraction innée du sphinx du tabac (Manduca sexta, 

Sphingidae), vers le tabac ailé (Nocotiana alata, Solanaceae), et d’autres espèces de la famille des 

Solanaceae, dans le cas d’une altération de l’odeur des fleurs par de l’O3 (120 ppb) (Cook et al. 2019).

Ces travaux montrent que l’attraction du sphinx par le tabac ailé est significativement réduite, ainsi 

l’interaction plutôt spécialiste de cette plante avec ce pollinisateur est inhibée. Ces quelques résultats 

indiquent que les interactions plante-pollinisateurs seraient impactées, au même titre que les 

interactions plante-herbivore, par une augmentation de concentration d’O3 troposphérique. Comme a

pu le suggérer Farré-Armengol et al. (2013), il devient nécessaire de mesurer le potentiel qu’a l’O3 à 

modifier les COVs floraux perçus par les pollinisateurs et leur capacité à trouver et identifier les fleurs 

pour comprendre l'éventail des résultats écologiques potentiels.

1.5. Objectifs de la thèse et modèles d’études

1.5.1. Objectifs

Mes travaux de thèse proposent d’apporter des connaissances sur les effets de l’O3 sur l’émission 

de COVs floraux et sur le mélange olfactif une fois émis dans l’atmosphère. Ces travaux veulent plus 
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spécifiquement apporter des réponses quant aux conséquences des modifications du signal chimique 

liés à l’O3 sur l’attraction des pollinisateurs. Pour cette thèse il a été choisi comme modèle deux 

interactions emblématiques du nord de la Méditerranée où, en réponse au changement climatique, les 

concentrations d’O3 ([O3]) peuvent atteindre des valeurs élevées particulièrement en été. Ces deux 

interactions choisies diffèrent par de nombreux traits et notamment par la nature de leur système de 

pollinisation : le figuier méditerranéen (Ficus carica L., Moraceae) qui entretient un mutualisme 

obligatoire avec son unique pollinisateur ; la guêpe du figuier (Blastophaga psenes L., Agaonidae), et 

la lavande vraie (Lavandula angustifolia M., Lamiaceae) avec un de ses nombreux pollinisateurs et 

visiteurs : l’abeille domestique (Apis mellifera Linnaeus, Apidae). Ces travaux sur les effets de l’O3

dans les interactions plantes-pollinisateurs ont, de plus, nécessité le suivi de l’émission journalière des

COVs émis par ces deux plantes Méditerranéennes, encore jamais réalisé auparavant et pourtant utile 

à notre compréhension de l’émission des COVs. 

Les principaux objectifs de ces travaux de thèse ainsi que nos prédictions sont donc (figure 11) :

· (1A) : de décrire le rythme d’émission circadien des COVs du figuier et de la lavande

> Prédictions : la cinétique d’émission des COVs des plantes suit la période d’activité de leurs 

pollinisateurs respectifs et est liée à des facteurs tels que la lumière et la température.

· (1B) : de décrire l’impact de l’O3 et d’autres facteurs abiotiques prédominants en 

Méditerranée, telles que la température, l’intensité lumineuse et la sécheresse, sur 

l’émission des COVs floraux de figuier dans différentes populations in natura. 

> Prédictions : On s’attend à observer des corrélations positives entre l’émission de COVs et certains 

facteurs classiquement étudiés comme la lumière et la température, mais une augmentation des 

concentrations des COVs en fonction des facteurs de pollution testés et de la sécheresse.

· (2) : de déterminer l’impact d’une courte mais forte exposition à l’O3 sur l’émission des 

COVs par le figuier et la lavande en conditions contrôlées. 

> Prédictions : On s’attend à observer une augmentation des concentrations de COVs, surtout de 

monoterpènes, et/ou une diminution pendant et après l’exposition de la plante à une forte [O3].

· (3) : de quantifier la réaction entre les COVs floraux des deux espèces et l’O3 dans 

l’atmosphère et leurs constantes de réaction.

> Prédictions : les constantes de réaction entre les COVs et l’O3 sont très variables entre COVs donc

l’O3 fait varier les proportions des COVs floraux avec diminution des concentrations des composés les 

plus réactifs et apparition de produits de réaction.

· (4) : d’étudier les conséquences qu’ont les modifications du signal chimique liées à l’O3

sur l’attraction de pollinisateur du figuier (B. psenes).
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> Prédictions : si les composés attractifs ont des réactions différentes avec l’O3, les changements dans

les proportions du mélange attractif inhiberont l’attraction du pollinisateur selon un gradient de [O3] 

lorsque les COVs attractifs sont exposés à des [O3] croissantes.

L’objectif principal de cette thèse était de caractériser les effets de l’O3 sur l’émission des 

COVs et sur les COVs dans l’atmosphère après leur émission par les deux modèles de plantes étudiés, 

puis de comparer les conséquences des changements observés sur la reconnaissance du signal chimique 

par leurs pollinisateurs respectifs. Cependant, la crise sanitaire liée au COVID-19, depuis le début 

d’année 2020, a modifié quelque peu le planning des travaux de thèse en ne permettant pas de réaliser 

les expérimentations ayant pour objectifs de tester l’attraction de l’abeille domestique vers les odeurs 

de la lavande modifiées par l’O3. 

Figure 11. Schéma illustrant les objectifs de la thèse. Les flèches indiquent un effet direct du facteur 
environnemental. 
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1.5.2. Présentation des modèles d’études

1.5.2.1. Le système hautement spécialisé : Ficus carica et Blastophaga psenes

Le genre Ficus compte plus de 750 espèces qui se caractérisent par le mutualisme spécifique 

qu’elles entretiennent avec des guêpes de la famille des Agaonidés. En fait, la plupart des espèces de 

figuiers n’est pollinisée que par une ou quelques espèces de guêpes et la plupart des guêpes ne sont 

associées qu'à une seule espèce de figuier (Janzen 1979 ; Cook et Rasplus 2003 ; Molbo et al. 2003 ; 

Cook et Segar 2010). De même pour ces pollinisateurs les figues sont les seuls endroits où ils peuvent 

se reproduire. Les figuiers sont également caractérisés par leurs sycones, ou « figues », nom plus 

commun donné pour leurs inflorescences refermées en urne (figure 12). Les fleurs sont enfermées dans 

ces inflorescences avec seulement un ostiole servant d'entrée et de sortie pour leurs pollinisateurs 

spécifiques.

Les pollinisateurs femelles sont 

spécifiquement attirés par les COVs émis par les 

figues réceptives (prêtes à être pollinisées) (Hossaert-

McKey et al. 1994). Ils pénètrent dans les figues pour 

accéder aux fleurs femelles au travers de l’ostiole 

grâce à leurs appendices mandibulaires et à leurs

antennes détachables (van Noort et Compton 1996) 

afin de pondre dans les fleurs (Kjellberg et al., 1987). 

Parmi les nombreuses espèces de Ficus, le figuier 

méditerranéen, Ficus carica, est une plante de la 

région méditerranéenne uniquement pollinisée par la 

guêpe du figuier Blastophaga psenes (figure 14).

Réciproquement, le blastophage a besoin des figues pour pondre et se reproduire. Dans le cas de F. 

carica, il est important de préciser que c’est une espèce gyno-dioïque, comme la moitié des espèces 

de Ficus, c’est-à-dire qu’un individu porte exclusivement soit des figues dites femelles avec des fleurs 

femelles à long styles, ne permettant pas au pollinisateur d’insérer son ovipositeur afin de pondre dans 

les ovules, soit des figues dites mâles avec des fleurs mâles et femelles à styles courts permettant à B. 

psenes de pondre mais ne produisant pas de graines (figure 13).

Figure 12. Dessin d’une coupe longitudinale d’une 
inflorescence mâle de F. carica. (dessin de T. 
Garinie)
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Les figuiers mâles fleurissent deux fois dans 

une année avec une première floraison au printemps 

et une deuxième en été, s’accompagnant chacune 

d’une génération de blastophages (figure 14). En 

revanche, les figuiers femelles fleurissent une seule 

fois en été et grâce au mimétisme chimique (Soler 

et al., 2012) trompent les pollinisateurs en les 

attirant dans les figues où ils ne peuvent se 

reproduire mais où ils polliniseront les fleurs 

femelles (figure 13).
Figure 13. Schéma présentant les fleurs femelles 

à style long (a) et mâles/femelles à style court (b), 

ces dernières permettant la ponte de Blastophaga

psenes (c). Les fleurs à style long donne une graine 
puisqu’elles seront pollinisées tandis que les fleurs à 
style court deviennent une galle puisqu’elles sont 
accessibles à l’ovipositeur de l’insecte pour y pondre 
une larve de B. psenes.

Figure 14. Cycle de reproduction de F. carica illustrant un mutualisme obligatoire avec B. psenes. (modifié de 
Proffit et al. 2020)
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Ficus carica est une espèce largement cultivée en Méditerranée pour ses fruits et participe au 

paysage olfactif de cette région en étant une plante qui émet un bouquet de plus d’une trentaine de 

COVs. Aucune étude n’a montré la présence de structures de stockages de COVs sur les feuilles ou 

les inflorescences du figuier. Par conséquent cette espèce est considérée comme une plante non-

stockante. Des travaux de l’équipe ont mis en évidence que, parmi la trentaine des COVs émis par les 

figues réceptives (mâles ou femelles), seulement 5 sont détectés par les pollinisateurs femelles et que 

c’est une proportion bien spécifique de quatre de ces COVs qui attire le pollinisateur, à savoir le linalol, 

le benzyl alcool, les oxydes furanoïde de linalol de formes cis et trans avec environ 80:10:5:5 en 

proportions respectives (Proffit et al., 2020). Si ces proportions sont légèrement changées les 

pollinisateurs ne sont plus attirés par le message olfactif.

1.5.2.2. La lavande vraie, un modèle de pollinisation généraliste

La lavande officinale, ou la lavande vraie, Lavandula angustifolia, est une des plantes 

emblématiques de la région nord Méditerranéenne et participe, elle aussi, au paysage olfactif de cette 

région. Le genre Lavandula fait partie de la famille des Lamiaceae regroupant plus de 7500 espèces. 

La lavande vraie est devenue fortement cultivée dans le sud de la France pour son intérêt économique, 

notamment pour la production d’huiles essentielles et de miel (McGregor et al., 1976). L’utilisation de 

la lavande pour le miel fait de l’abeille domestique un important pollinisateur des lavandes, mais 

beaucoup d’autres insectes non spécifiques remplissent ce rôle (Li et al., 2019) à l’opposé du figuier. 

L’ouverture des fleurs des Lavandula spp. dure plus ou moins un mois à la fin du printemps-début 

d’été. Le nectar est produit dans la corolle, où sont enfermées les anthères et le style, à la base de 

l’ovaire. A l’ouverture, les anthères exposent le pollen tandis que le style est encore immature (figure 

15). Les pollinisateurs viennent ainsi récolter le pollen sans en déposer sur le style de la même fleur. 

Quand les étamines fanent, le style est mature et son stigmate peut recevoir le pollen d’autres fleurs 

que les insectes auront déposé en allant se nourrir du nectar. Ainsi, si les fleurs sont visitées par les 

pollinisateurs, la corolle tombe dans les 3 jours qui suivent et les graines se forment, sinon la corolle 

persiste une dizaine de jours (Barbier, 1963 ; McGregor et al., 1976) (figure 15).

Contrairement au figuier, là encore, il est important de noter que la lavande vraie est connue 

pour être une plante qui stocke les COVs dans les structures spécialisées tels que les trichomes 

glandulaires présents sur les différents organes de la plante (Hallahan, 2000).
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Figure 15. Cycle de reproduction de L. angustifolia assisté par A. mellifera.
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Chapitre 2. Rythme d’émission journalier des COVs de deux espèces

emblématiques de la région nord Méditerranéenne

Au sein d’une même espèce, il peut y avoir des variations d’émissions des COVs floraux à 

différentes échelles. A l’échelle de l’année (pour les espèces à plus d’une période de floraison par an), 

de la saison de floraison ou de la journée. Ces variations d’émission créent un réel paysage olfactif 

changeant au cours du temps (figure 16 pour un exemple en Méditerranée). 

Communément, on suppose que les systèmes de pollinisation des plantes définissent les variations 

d’émissions de COVs floraux (Farré-Armengol et al. 2015) de manière quantitative et/ou qualitative 

selon les échelles temporelles. Au sein d’une même journée par exemple, pour une pollinisation 

spécialisée, diurne ou nocturne, on s'attend à des variations quantitatives et qualitatives entre le jour et 

la nuit. Pour les espèces ayant un système de pollinisation mixte, non spécialisé, on s’attend plutôt à 

observer des différences qualitatives entre le jour et la nuit et/ou au sein d’une même journée avec des 

différences entre le matin et l’après-midi, reflétant ainsi une adaptation locale à différentes espèces de 

pollinisateurs si ces insectes présentent une préférence olfactive différente. Dans ce cas, en termes de 

quantités de COVs, on s'attend à ce qu’elles soient corrélées à l'activité des pollinisateurs (en particulier 

les quantités des COV actifs, utilisés par les pollinisateurs).
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D’après ces hypothèses, un nombre assez conséquent d’études a pu comparer l'émission des COVs 

des inflorescences entre le jour et la nuit pour différentes espèces de plantes et certaines ont également

étudié les différences d’émissions diurnes sur 12 ou 24 heures (Delle-Vedove et al. 2017 pour revue ; 

Yang et al. 2020 pour des résultats plus récents sur les variations diurnes d’odeur de Rosa rugosa et 

Tulipa gesneriana par exemple). Les systèmes de pollinisation spécialisés pris en compte dans ces 

études montrent des modèles qui correspondent aux attendus précédemment cités (variations 

quantitatives et qualitatives des COVs floraux entre le jour et la nuit correspondants aux périodes 

d’activités des pollinisateurs associés : Burdon et al. 2015 pour exemple, Delle-Vedove et al. 2017 

pour une liste complète). Quelques exceptions ont été observées comme chez Silene dioica, une plante 

à pollinisation essentiellement diurne par des papillons de jour, les fleurs émettent non seulement des 

quantités similaires de parfum la nuit et le jour, mais aussi une quantité relative plus élevée de 

substances attractives pour les papillons de nuit (Waelti et al., 2008). Pour les systèmes de pollinisation 

non-spécialisés, à chaque fois que cela a été étudié, une différence quantitative entre les odeurs diurnes 

Figure 16. Représentation schématique des composés organiques volatils principaux émis par six espèces végétales 

emblématiques de Méditerranée. Pour chaque espèce, les périodes d’émission de ces composés sont représentées 

pour les fleurs (traits plein) et feuilles (pointillés) et mettent en évidence la variation temporelle du paysage olfactif 

sur une année. Crédits photo (Magali Proffit, Candice Dubuisson, Cassandra Durret, Eric Pensa)
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et nocturnes a été trouvée comme par exemple chez Silene otites et Gymnadenia, où la variation 

temporelle était particulièrement marquée pour les composés connus ou suspectés d'être impliqués 

dans l'attraction de certains des pollinisateurs (Huber et al. 2005 ; Dötterl et al. 2012).

D’autres facteurs peuvent venir influencer l’émission d'odeurs florales à des moments autres que 

la période d'activité des pollinisateurs. Ces variations d’émission peuvent être liées à des contraintes 

génétiques, biochimiques et/ou d'adaptation à d'autres espèces en interaction par exemple (herbivores 

ou pathogènes actifs en dehors de la phase d'activité des pollinisateurs (Raguso et al., 2003, 2006). Les 

changements ontogéniques de l'odeur florale tout au long de la vie de la fleur peuvent également se 

produire parce que les fleurs modifient ou réduisent leur odeur florale une fois qu'elles ont été 

pollinisées afin de réduire les coûts d’émission (Negre et al. 2003 ; Rodriguez-Saona et al. 2011), 

d'empêcher les visites des pollinisateurs et d'autres visiteurs floraux qui peuvent avoir des effets 

néfastes sur les structures florales, et de diriger les visites des pollinisateurs vers les fleurs non 

pollinisées (Schiestl & Ayasse 2001 ; Mulhemann et al. 2006).

Dans cette partie de la thèse, nous nous sommes intéressés à la cinétique d’émission de COVs du

figuier méditerranéen et de la lavande vraie au cours de la journée. Une telle étude n’ayant jamais été 

réalisée sur ces deux espèces, il devenait crucial d’apporter ces informations pour documenter la 

dynamique d’émission des COVs de ces deux plantes méditerranéennes. Puisque la guêpe du figuier 

présente une forte activité en milieu de journée (observations de terrain), on s’attend à ce que le pic 

d’émission des COVs floraux se produise dans la même période, i.e. en milieu de journée. Pour la 

lavande, des campagnes de terrain ont permis d’observer plusieurs vagues de visites de différents 

insectes à différents moments de la journée (F. Nicolè, LBVPAM, résultats non publiés). Pour cette 

espèce, on s’attend à ce que la dynamique d’émission journalière de COVs, afin d’attirer les 

pollinisateurs, soit plus complexe que celle du figuier avec des pics d’émission de différents composés

à différents temps de la journée.
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Pour améliorer nos connaissances sur le rythme d’émission de ces deux modèles d’études, nous 

avons réalisé un suivi d’émission de COVs par cycles de 24h sur chaque espèce en conditions 

contrôlées, au printemps pour le figuier et en début de l’été pour la lavande, en utilisant une méthode 

de mesure particulièrement précise dans le domaine de la chimie de l’atmosphère : la méthode du

« Proton Transfer Reaction – Time of Flight – Mass Spectrometer », PTR-ToF-MS (détaillé dans 

Hansel et al. 1995, Box 3). 

Box 3. Méthode de la « Proton Transfer Reaction – Time of Flight – Mass Spectrometry »

Cette méthode permet de mesurer en temps réel la composition en différentes molécules dans un échantillon 
gazeux. Plus exactement, le PTR-MS analyse finement les masses moléculaires d’un échantillon d’air (en 
orange sur la figure) en permettant un flux continu et une résolution temporelle très fine en masse moléculaire. 
A l’intérieur du PTR-MS, le flux d’air est injecté dans un réacteur (en vert et en bleu sur la figure) où des ions 
H+ ionisent les molécules échantillonnées et par conséquent les fragmentent, mais moins que si ça avait été des 
électrons, puis, l’appareil mesure le temps de vol des ions accélérés par deux électrodes permettant la séparation 
des ions et ainsi permettre l’obtention de leur masse sur charge (m/z). Les ions, ou molécules ionisées, résultant 
de cette fragmentation auront alors une unité de masse supplémentaire. Par exemple, le linalool, un COV émis 
par la lavande et le figuier, a une masse molaire de 154,249 g/mol mais sera detecté à 155,256 g/mol. L’analyse
PTR-MS consiste en l’étude de la somme des masses détectées dans l’échantillon gazeux (couvrant une large 
gamme, de 70 à 500 m/z), appelée spectre.

Modifié de : https://www.ionicon.com/blog/2020/ptr-tof-1000-ultra-2020-performance-boost-and-new-x2-option
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2.1. Protocole de suivi d’émission de COVs des plantes

Ce suivi journalier de l’émission des COVs a été réalisé dans une serre du Terrain d'Expériences 

(TE) du CEFE dans laquelle la température était contrôlée et fixée à 25°C le jour et 15°C la nuit dans 

des conditions de lumière naturelle (périodes jour/nuit de 15 h / 9 h). Afin de suivre au mieux

l’émission des COVs, un système d'enceintes a été conçu. Les plantes ont été enfermées 

individuellement dans un cadre PTFE (polytétrafluoroéthylène) inerte et inodore de 42 L, fermé par 

un film PTFE de 50 m d'épaisseur. L’enceinte 

était ventilée à l’aide d’un ventilateur en PTFE 

et assurait le mélange d’air. L'air entrant était 

généré à 6 L.min-1 à l'aide d'une pompe, en 

PTFE (KNF, N816.1.2K.18®, Allemagne), et

purifié grâce à un filtre à charbon. Pour le 

figuier, trois plantes étaient suivies (n = 3) dans 

trois enceintes différentes pendant 24h au 

printemps (mai 2021). Pour la lavande, trois

plantes par jour ont été suivies sur trois jours (n 

= 9) en début d’été (juin 2021). Un PTR-ToF-

MS était connecté à chaque enceinte avec des 

tuyaux en PTFE différents pour chacune d’elles

et mesurait la composition en COVs dans les 

enceintes à un débit de 100 mL.min-1 (figure 17). Pour chaque espèce, le contenu d’une enceinte vide 

a été également suivi (contrôle) pour identifier les probables contaminants dans les extractions de 

COVs. Les variations de température ont été suivies à l’aide d’i-buttons placés à l’intérieur de chaque 

enceinte et l’intensité lumineuse (Photosynthetically Active Radidation) a été mesurée avec un LI-

COR (un enregistrement de chacun des facteurs toutes les 10 minutes).

Tout récemment, un package R a été développé pour analyser de façon simple les données sortantes 

d’un enregistrement PTR-ToF-MS. Le package « proVOC » génère un workflow qui sauvegarde les 

paramètres et les données utilisées pour toute analyse statistique sur les données chimiques. Ici, nous 

avons utilisés une analyse chimiométrique pour données multivariées : la « Multivariate Curve 

Resolution » (MCR). Cette analyse cherche à décomposer l’ensemble des spectres d’un échantillon

dans le temps en plusieurs sous-ensemble de produits purs. Plus simplement, la MCR que l’on a 

appliquée aux données enregistrées avec le PTR-ToF-MS met en relation l’intensité des molécules 

fragmentées et ionisées en fonction du temps (que l’on nommera « composante ») puis va afficher 

Figure 17. Schéma du dispositif de suivi au PTR-MS des 

émissions de COVs de F. carica et L. angustifolia pendant 24h.
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graphiquement les spectres purs (somme des ions sur une période t) afin de donner des indications sur 

l’identité des molécules présentes, en quelle quantité et à quel moment de la journée.

2.2. Rythme d’émission journalier du figuier méditerranéen

Notons que l’émission du figuier, au printemps, est majoritairement constituée des COVs attractifs 

pour le pollinisateur à savoir, du linalol, des oxydes de linalol de forme furanoïde et du benzyl alcool

(figure 18).

Malgré des variations inter-individuelles chez le figuier, l’analyse des COVs par MCR révèle trois 

types d’émission dans la journée se révélant être complètement biogénique au vu de l’intensité quasi 

nulle des composantes suivies dans les enceintes contrôle (figure 19 A). La figure 19 A montre une 

augmentation soudaine de l’intensité de la composante 2 (vert) au lever du jour atteignant un maximum 

en début de journée avant 11h pour diminuer progressivement jusqu’au coucher du soleil. Au contraire, 

on observe un double pic d’émission avec un premier pic en début de journée puis un second en fin de 

journée (composante 3). Un dernier type d’émission est observable et forme un pic en fin de journée 

(composante 1). Finalement, toutes les variations des composantes semblent liées à la température et

à la lumière. Les spectres purs des composantes peuvent alors donner des informations quant à 

l’identité des molécules (figure 19B). 

Figure 18. Chromatogramme type (en GC-MS) d’émission de figuier au printemps montrant la dominance des 
COVs floraux attractifs pour le pollinisateur.
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Figure 19. Intensité de molécules, issues 

de la MCR, émises par les figuiers et 

enregistrées au PTR-MS en fonction du 

temps corrélées à la température et à 
l’intensité lumineuse (A) et spectres de 

masses des composantes représentées 
(B). Les abréviations “fig” et “bl” 
désignent respectivement les échantillons 
où se trouvent un figuier puis rien (blank 
= contrôle). Le lever du jour est représenté 
par la ligne en pointillés jaune et le 
coucher du soleil est représenté par la 
ligne en pointillés bleus.
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La composante 1 est très représentative des fragments de masse 69 (rappelons, 68+1) que l’on peut 

associer à l’isoprène, composé émis par les feuilles chez le figuier, et un peu moins des fragments de 

masses 59 et 92. La composante 2 est représentative des fragments de masses 82, 92 et 137 (soit 81, 

91 et 136) qui sont typiquement les masses des molécules et fragments de monoterpènes dont le linalol 

(Lee et al., 2006). Enfin, la composante 3 est définie majoritairement par un fragment de masse 59 

(soit 58+1) puis par les fragments de masses 65, 77 et 91. Parmi ces masses, la masse 77 peut très bien

correspondre à une fragmentation du benzyl alcool étant un ion majoritaire dans le spectre de masse 

de ce composé. 

La technique du PTR-MS permet de bien se rendre compte de la dynamique d’émission des COVs 

par les plantes, cependant, il est chose ardue de définir avec certitude l’identité des molécules en 

n’ayant pour simple référence que des masses d’ions, sachant qu’une même masse peut appartenir à 

plusieurs composés. Typiquement, la masse 137 (136 + 1) correspond à la masse moléculaire des 

monoterpènes mais il peut y avoir plusieurs monoterpènes dans les odeurs de plantes. De même, une 

même masse peut appartenir à une même composante. Ici, la masse 92 se retrouve dans les trois 

composantes de la MCR, en intensité différente, mais nous pouvons en conclure que les monoterpènes 

de l’émission du figuier sont donc aussi représentés dans les composantes 1 et 3. Il faudrait étudier les 

probabilités d’ionisation des molécules pour déterminer les masses pouvant donner une identité aux

composantes. Ici, chez le figuier on ne peut donc pas dissocier le linalol des oxides du linalol avec les 

masses 81, 91 et 137 précédemment citées. Des analyses en GC-MS peuvent également aider quant à 

l’identité des molécules suivies au PTR-MS grâce à leurs quantités respectives dans le temps.

2.3. Rythme d’émission journalier de la lavande vraie

Contrairement au figuier, la lavande émet beaucoup plus de composés au cours de la période de 

floraison (figure 20). 

Figure 20. Chromatogramme type (en GC-MS) d’une émission de lavande vraie montrant la diversité des composés émis par la 
plante. Les numéros font référence aux COV identifiés : 1, composé inconnu ; 2, α-thujene ; 3, α-pinene ; 4, camphene ; 5, benzaldehyde 
; 6, sabinene ; 7, myrcene ; 8, acetate de (Z)-hex-3-enyle ; 9, p-cymene ; 10, o-cymene ; 11, 2-ethylhexanol ; 12, limonene ; 13, 1,8-
cineole ; 14, (Z)-β-ocimene ; 15, (E)-β-ocimene ; 16, acetophenone ; 17, linalool ; 18, nonanal ; 19, oct-1-en-3-yl acetate ; 20, allo-
ocimene ; 21, camphre ; 22, borneol ; 23, terpinen-4-ol ; 24, acide octanoïque ; 25, decanal ; 26, linalyl acetate ; 27, lavandulyl acetate ; 
28, bornyl acetate ; 29, dodecanal ; 30, α-santalene ; 31, (E)-β-caryophyllene ; 32, geranyl acetone ; 33, dodecanol ; 34, pentadecane.
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Pour faciliter l’attribution des identités des molécules suivies au PTR-MS, des prélèvements 

d’odeurs de 10 min dans les enceintes contenants les plantes ont été réalisés à différents temps de la 

journée : 10:00, 13:00 et 16:00, à l’aide de cartouches adsorbantes (Carbotrap/Tenax).

Sur la figure 21, la composante n°1 (violet) est un artefact qui se produit principalement dans les 

échantillons contrôle (blank) avec un fort pic à 11h (figure 21) et seules quelques fluctuations se 

retrouvent dans les autres échantillons, principalement au jour 1. La composante n°3 (turquoise) 

correspond plutôt à un bruit de fond (composés exogènes constituant des contaminants dans le 

dispositif) occurrent dans tous les échantillons. La composante n°5 (jaune) se retrouve dans les 

échantillons “lavandes” et moins dans les échantillons “contrôle” mais ne semble pas suivre une 

tendance quelconque d’émission. Les composantes 1, 3 et 5 sont donc des composés non biogéniques. 

L’analyse des COVs de lavande par MCR révèle deux types d’émission, avec cependant des variations 

interindividuelles, que l’on peut voir représentées sur la figure 21 en bleu (composante 2) et en vert 

(composante 4).
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Figure 21. Cinétique des concentrations de molécules émises par les lavandes enregistrées au 
PTR-MS issues de la MCR et corrélée à l’intensité lumineuse et à la température. Les 
échantillons enregistrés le même jour sont disposées sur une même colonne et les échantillons 
enregistrés dans une même chambre sont disposées sur une même ligne. Les abréviations “lv” et “bl” 
désignent respectivement les échantillons où se trouvent une lavandepuis rien (blank = contrôle). Le 
lever du jour est représenté par la ligne en pointillés jaune et le coucher du soleil est représenté par 
la ligne en pointillés bleus
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L’augmentation de la concentration en COVs présents dans la composante n°2 (tracé bleu) est 

parfaitement synchronisée avec le lever du jour de même que la diminution est synchronisée au 

coucher du soleil. Les COVs de la composante 2 sont donc émis durant toute la période de jour. La 

plante arrive en quelques heures seulement à un plateau d’émission puis semble anticiper une 

diminution avec le déclin du jour vers 16h. De plus, l’intensité d’émission de la composante 2 semble 

également corrélée avec la température (ligne rouge, figure 21). Grâce aux spectres (figure 22), on 

peut voir comment se distribuent les masses au cours de la journée. La composante 2 est représentée 

majoritairement par des molécules ou fragments de molécules de masse 59, 76 et 127, associés à 

quelques monoterpènes comme le linalol (Lee et al. 2006).

La composante n°4, elle, suit un profil d’émission bien différent de la composante 2 bien qu’elle 

semble elle aussi corrélée avec l’augmentation de la température de début de journée (figure 21). La 

concentration des COVs atteint rapidement un maximum un peu avant 10h du matin puis décroît 

jusqu’à la fin de la journée avec le plus souvent un dernier pic en fin de journée. Les molécules ou 

fragments de molécules présents dans cette composante semblent plus nombreux que dans la 

composante 2. On retrouve majoritairement les masses 59, 81, 127, 131, 133 et 137, typiques de 

molécules ou fragments de molécules terpéniques (Lee et al. 2006) (figure 22).

Lorsqu’on corrèle les cinétiques d’émission des composantes aux abondances des COVs 

échantillonnés à 10:00, 13:00 et 16:00 (voir chapitre 5), on s’aperçoit que les abondances des 

monoterpènes suivants : l’α-pinène, le limonène, le camphre, le bornéol et le terpinen-4-ol, suivent la 

Figure 22. Spectres de masse des composantes issues de la MCR
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cinétique de la composante 4 ; à savoir une forte abondance le matin vers 10h et une abondance 

décroissante jusqu’à 16h. En revanche, les abondances du myrcène, du p-cymène, du 1,8-cinéole, des 

β-ocimène, du linalol, de l’allo-ocimène, du linalyl acétate, de l’α-santalène et du (E)-β-caryophyllène, 

semblent corrélées à la cinétique de la composante 2, à savoir une augmentation constante au cours de 

la journée avec un certain plateau en début d’après-midi. Il aurait fallu prélever en fin de journée un 

dernier échantillon de COVs pour s’assurer que la quantité de ces composés diminuent comme le 

montrent les enregistrements au PTR-MS, mais les spectres de masses et les cinétiques associées

concordent. 

D’après ces résultats, les COVs émis par la lavande selon la composante 2 (myrcène, p-cymène, 

1,8-cinéole, β-ocimène, linalol, allo-ocimène, linalyl acétate, α-santalène et (E)-β-caryophyllène) 

seraient plutôt émis en fonction la température. D’ailleurs, la corrélation de la température avec 

l’émission des terpènes et bien connue, bien qu’elle soit particulière selon les espèces de plantes ou les 

composés (Farré-Armengol et al. 2014).

2.4. Discussion & Perspectives

Selon nos hypothèses sur la dynamique d’émission des odeurs florales, pour le figuier on 

s’attendait à ce que le pic d’émission des COVs se produise dans la période d’activité du pollinisateur, 

i.e. en milieu de journée. Or, les résultats ici montrent une émission relativement continue dans la 

journée, avec cependant un pic d’émission majoritaire le matin dès le lever du jour pour les composés 

attractifs pour le pollinisateur et une émission croissante d’isoprène jusqu’au coucher du soleil.

Pour la lavande, on s’attendait à des pics d’émission à différents temps de la journée. Il semblerait 

qu’il y ait deux groupes de COVs dont le premier serait émis en grande quantité le matin et le deuxième 

serait émis en plus grande quantité en milieu de journée. Ces deux types d’émission seraient 

représentés par deux groupes de monoterpènes, dont leur émission serait visiblement conditionnée par 

une augmentation de la température.

Chez les deux espèces on a pu observer des émissions de COVs corrélées à la lumière, pour le 

figuier, et à la température, pour les deux espèces, bien qu’à ce stade il est encore difficile d’attribuer 

les émissions à l’un ou à l’autre de ces facteurs qui sont eux-même corrélés entre eux et peuvent ne 

pas avoir des effets synergiques sur l’émission des COVs (Staudt et Bertin 1998). Malgré le caractère 

dépendant de l’émission de certains COVs à la lumière, notamment pour l’ocimène (Owen et al. 2002, 

Farré-Armengol et al. 2017) et l’α-pinène (Staudt et Bertin 1998), la lavande ne montre pas de 

corrélation dans l’émission de ces COVs avec l’intensité lumineuse dans notre expérience. Par contre 
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nous pouvons supposer que la diminution soudaine suivant le pic d’émission de début de journée 

correspond aux COVs stockés dans les structures de stockage de la lavande (les trichomes 

glandulaires) qui sont émis en réponse à l’augmentation de la température induite par le lever du soleil.

Cette étude consistait en l’exploration du caractère rythmique des émissions de deux plantes 

méditerranéennes aux stratégies de stockage de COVs différentes. Il faudrait répéter ces expériences 

en conditions contrôlées en faisant varier les paramètres de lumière et de température, puis approfondir

l’analyse de ces données afin de constituer une base solide dans la littérature qui manque cruellement 

pour ce genre de données, étant pourtant une référence méthodologique lorsque des prélèvements 

d’odeurs sont nécessaires. Par exemple, pour étudier l’effet d’un facteur à un temps t sur l’émission de 

la plante, il faudrait s’assurer que les variations observées ne soient pas dues simplement à la variation 

journalière des émissions de COVs par la plante. Ainsi, il serait vraiment intéressant de multiplier ce 

genre de suivi journalier d’émission des COVs sur une large gamme de plantes aux systèmes 

« d’émission-stockage » variés, et engagés dans des interactions très spécifiques à très généralistes 

avec leurs insectes associés. Ceci permettrait d’établir une sorte de répertoire des cinétiques d’émission 

des COVs de différentes plantes pour affiner nos connaissances sur les paysages olfactifs aux 

différentes périodes de l’année et de la journée. De plus, associer les plantes et leurs dynamiques 

d’émission d’odeurs avec leur communauté d’insectes par des inventaires sur le terrain permettrait

d’enrichir les études sur la dynamique des réseaux de plantes-insectes déjà établis (Kantsa et al. 2019). 
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Chapitre 3. Article 1 : Impact de facteurs environnementaux sur

l’émission des COVs du figuier in natura

L’étude des effets des facteurs abiotiques sur la variabilité des COVs floraux responsables de 

l’attraction de leurs pollinisateurs in situ représente un véritable challenge car elle nécessite, d’une part 

de mesurer des plantes à un stade de développement bien particulier (réceptivité des fleurs), et d’autres 

part de prendre en compte l’ensemble des facteurs environementaux pouvant affecter localement 

l’emission de ces COVs floraux. De ce fait, la plupart des études menées sur le sujet ont été conduites 

en conditions contrôlées en testant les effets d’un ou deux facteurs environementaux sur l’émission 

des COVs floraux et très peu d’entre elles ont été réalisées in natura. Mais au vu de l’état actuel du 

changement climatique et des prévisions pour les prochaines années, il devient important d’explorer 

les réponses des systèmes plantes-pollinisateurs à ces facteurs environnementaux en conditions 

naturelles afin de pouvoir prédire (ou non) la résilience de ces interactions indispensables au 

fonctionnement des écosystèmes. 
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En Méditerranée, les fortes températures, les épisodes de sécheresse et l’exposition à l’O3

constituent les sources de stress environnementaux principales des plantes, particulièrement en été. 

Afin d’évaluer les effets de ces variables environnementales sur l’emission des odeurs florales du 

figuier méditerranéen, et particuliérement leurs effets sur l’émission des COVs responsables de 

l’attraction de son pollinisateur, des prélèvements de COVs émis par les inflorescences et les feuilles 

du figuier méditerranéen (Ficus carica) ont été menés in natura au printemps et en été durant 3 années, 

dans huit sites en région Méditerranéenne française. Nous avons étudié les effets de la température, 

de la sécheresse, de l’ensoleillement (PAR, Photosynthetically Active Radiation) et enfin des 

pollutions chronique et de pointe à l’O3. Cette étude in natura est complétement novatrice puisqu’il 

n’existe, à ce jour, aucune autre étude dont l’objectif consiste à déterminer l’effet de l’O3 conjoint à 

d’autres facteurs abiotiques en conditions naturelles sur l’écologie chimique d’une interaction plante-

insecte. Des mesures concernant la physiologie des plantes (conductance stomatique) ont été réalisées 

pour déterminer les facteurs environnementaux susceptibles de modifier la physiologie des arbres.

L’effet des différents facteurs pris en compte dans cette étude sur l’émission de COVs de figues et de 

feuilles a été testé grâce à des analyses multivariées et des modèles linéaires univariés, notamment : la 

[O3] du jour de collecte des odeurs émises par les figuiers, la [O3] de la veille, les valeurs de l’AOT40 

(concentration d’O3 annuelle cumulée entre avril et septembre entre 8h et 20h au-dessus du seuil de 80

g/m3, soit 40 ppb) ainsi que d’autres facteurs abiotiques tels que la sécheresse, la température et 

l’ensoleillement. Ici, nous nous sommes concentrés sur les variations des proportions de COVs émis 

par les inflorescences des figuiers et leur concentration totale puis sur les émissions des COVs 

attractifs, afin de déterminer la stabilité des odeurs attractives pour le pollinisateur unique du figuier 

(un mélange de linalol, benzyl alcool et des deux formes furanoïdes des oxydes de linalol) face aux 

variations des facteurs environnementaux.

Cette étude a permis de confirmer, in natura, et sur différents sites, la très grande variabilité 

intersaisonnière dans l’émission des COVs floraux, mais aussi des feuilles. En effet, en été la 

proportion de sesquiterpènes dans les profils chimiques des figues et des feuilles augmente. Mais il a 

également été montré qu’en fonction des saisons la réponse des figuiers aux différents facteurs 

environnementaux n’est pas la même. En effet, au printemps l’élévation de la température entraine

l’émission globale des COVs par les figues, ne modifiant pas leur proportion relative. Alors qu'en été, 

l’élévation de température fait diminuer l’émission du linalol mais sans modifier leurs proportions 

relatives. Parmi tous les facteurs abiotiques mesurés, en plus de l’ensoleillement et de la température, 

les concentrations d’O3 du jour où ont été effectuées les mesures de COVs affectent la conductance 

stomatique, indiquant une réponse du figuier aux conditions ambiantes d’ozone. Une augmentation de 
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l’AOT40 fait varier les proportions des COVs émis par les inflorescences au printemps et fait varier 

les émissions des COVs attractifs en été. Ces résultats, documentant les effets des facteurs 

environmentaux sur les émissions des COVs floraux du figuier, confirment certaines hypothèses sur 

la réponse des plantes à des facteurs abiotiques bien étudiés, telles que la température ou la lumière, 

mais confirment en partie nos hypothèses concernant l’effet de la pollution à l’O3 chronique et de 

pointe sur l’émission des COVs par les plantes. Au vu de ces premiers résultats in natura, nous 

pouvons déjà spéculer sur les conséquences directes des changements climatiques observés sur la 

résilience de l’attraction du pollinisateur du figuier. 
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ABSTRACT

In the Mediterranean region, high temperatures, drought events and exposure to ozone (O3) are 

the main sources of environmental stress for plants, especially in summer. However, to date, there are 

no studies whose objective is to determine the effect of O3 together with other abiotic factors in natura

on the chemical ecology of a plant-pollinator interaction. In order to evaluate the effects of these abiotic 

factors on the emission of floral odors of the Mediterranean fig tree (Ficus carica), and particularly 

their effects on the emission of volatile organic compounds (VOCs) responsible for the attraction of 

its specific pollinator, samples of VOCs emitted by the inflorescences and leaves were collected in 

natura in spring and summer during 3 years, in eight sites in the French Mediterranean region. This 

study confirmed the great inter-seasonal variability in the emission of floral VOCs, but also in the 

response of the fig tree to these different abiotic factors. Indeed, in spring, elevated temperatures 

increase the global emission of VOCs by figs, without modifying their relative proportion. While in 

summer, the elevated temperature decreases the emission of linalool without modifying their relative 

proportions. Moreover, the O3 concentration the day before the VOC sampling significantly affects 

the proportions of VOCs emitted in spring and the emission of some attractive VOCs in summer. 

Finally, chronic O3 pollution affects the emission of VOCs from figs in both seasons. This study, 

confirms some hypotheses on the response of plants to well-studied abiotic factors, such as temperature 

or light, but also the effect of O3 episodes and chronic O3 pollution on VOCs emission by plants. In 

view of the current state and forecasts related to climate change, we can speculate that O3 pollution 

andincrease in temperature has already, and will have, direct consequences on the resilience of the fig 

tree/pollinator attraction. 
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INTRODUCTION

Volatile Organic Compounds mediate the communication between a large number of

interactions such as in plant-plant communications (Baldwin et al., 2004, Brosset & Blande 2022) and 

in plant-insect interactions above and below the ground (Maffei 2010; Dudareva et al., 2013; Abbas et 

al., 2017). Plants produce VOCs that are either constitutive (preformed component and assuring major 

plant fonctions such as alimentation, growth…) as components of membrane structures, 

photosynthetic pigments or phytohormones involved in mitochondrial electron transport (Abbas et al.,

2017) or induced (production and emission triggered by biotic or abiotic factors) (Maffei 2010). 

Induced VOCs emission can be depicted in quite a few functions, notably in the indirect plant defense 

against phytophagous insects (i.e, emission of VOCs to attract the predator of the herbivore) (Dicke 

and Baldwin 2010; Holopainen and Gershenzon 2010; Yuan et al., 2009; Heil, 2008), or in direct self-

defense against biotic stress (i.e. protection against pathogens) and abiotic stress (high temperatures, 

high light intensity, water stress or pollution peaks) (Holopainen 2004; Maffei, Gertsch, and 

Appendino 2011; Dudareva et al., 2013). VOCs are emitted by all the different organs of the plants 

like leaves for plant-plant communication and protection against stresses for example or roots for 

protection against pathogen attack. It is also well-known that VOCs are emitted by flowers to attract 

pollinators from a distance and ensure successful reproduction (Farré-Armengol et al., 2013, Raguso, 

2008). This chemical communication between plants and insects represents an invisible network in 

ecosystems but crucial for the structuring of plant-pollinator interactions (Burkle & Runyon 2019; 

Conchou et al., 2019). These olfactory landscapes, specific to a natural ecosystem, tend to be altered 

by threats arising with global change (Fuentes et al., 2016; DeLucia et al., 2012; Jamieson et al., 2012) 

initiated during the industrial revolution at the end of the 19th century (Barnosky et al., 2012). Indeed, 

global change led to new environmental pressures and drastic changes enhanced by anthropic activities 

such as the habitat fragmentations, the rise of the temperatures and drought or the increase of pollutant 

concentrations. Some studies have already emphasized how these direct or indirect factors affect plant 

communication and so the whole plant-insect interaction.

Among the different features of global change affecting VOCs emission by plants, most studies 

have been concentrated on increasing temperature. High temperatures globally increase the VOCs 

emission by plants, included those emitted by inflorescences (Majetic, Raguso, and Ashman 2009), by 

enhancing their volatility and their transport towards the leaf layer (Penuelas and Lluisà 2001; 

Niinemets, Loreto, and Reichstein 2004). But high temperatures increase also the emission of induced 

VOCs that are typically produced for defense against heat stress (Yuan et al., 2009; Peñuelas & Llusià, 

2003; Peñuelas & Staudt, 2010). Terpenoids are the predominant group of chemicals targeted by this 
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effect (Holopainen & Gershenzon 2010; Loreto & Schnitzler 2010). Some volatile emissions after 

stress are composed of mono- and sesquiterpenoids which are well known to be highly emitted during 

a heat stress (Duhl, Helmig, and Guenther 2008; Kask, Kännaste, and Niinemets 2013). However, their 

responses are not linear and often VOC-specific. Most of the time, high temperatures are linked with 

drought periods which is another stress factor induced by climate change causing also VOCs emission 

(Yuan et al., 2009) and higher emission rates (Holopainen & Gershenzon, 2010; Loreto & Schnitzler, 

2010). For example, in some Mediterranean species, short-term water loss decreases sesquiterpenes 

emission but increases monoterpenes emission (i.e. for spike lavender in Despinasse, 2015) (Ormeño 

et al. 2007). High light intensity also contributes to inducing higher plant VOCs emission rates (non-

exhaustive list in Holopainen & Gershenzon, 2010). Farré-Armengol et al., (2013) synthesized the

quantitatively and qualitatively altered blend of floral VOCs by the synergistic effect of warming, 

drought and high light intensity and hypothesized that these effects would affect size and fidelity of 

the floral chemical signal for pollinators. If these changes affect the VOCs used as plant signals by 

pollinators, then they might not be able to recognize anymore the attractive bouquet in the modified

floral blend (Schröder & Hilker 2008; Rusch et al., 2016). 

Increase of pollutants concentrations in the troposphere, mostly greenhouse gases, adds to this 

synergistic effect. They are another consequence of the environment anthropisation and a cause of 

induced VOCs emission by plants (reviewed in Yuan et al., 2009; Holopainen & Gershenzon, 2010; 

Loreto & Schnitzler, 2010; Peñuelas & Staudt, 2010). Some of these pollutants are primary pollutants 

such as carbon dioxide (CO2) (Loreto & Schnitzler, 2010) and sometimes they are secondary pollutants 

that are formed by complex physicochemical reactions in the atmosphere. Among these secondary 

pollutants, due to its high oxidative potential, tropospheric ozone (O3) is probably one of the most 

stressful (IPCC 2021). With other several and complex ground parameters ozone would tend to 

accumulate in this rural environment (Cooper et al., 2014) in two different kinds of pollutions: 

“pollution episode” that is a high concentration of O3 on a short period and “chronic pollution” 

representing a lesser concentration of O3 ([O3]) than a pollution episode but constant on a longer 

period. It has been showed that high [O3] are at the origin of many perturbations on human health 

(Lippmann 1991; Nuvolone, Petri, and Voller 2018), mainly by causing respiratory problems. 

Moreover, ozone pollution can affet plant physiology, for instance by provoking oxidative lesion to 

leaves (Black et al. 2007), by decreasing the vegetative and reproductive growth (Pinto et al. 2010), or

inhibiting the carboxylases and the photosynthetical pigmentation (a and b chlorophylles) activities 

(Leitao, Bethenod, and Biolley 2007). To limit these physiological effects plants developed a stress 

avoidance consisting among others in regulate their stomata openness with the aim of constraining the 
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gaz exchange between the leaf layer and the atmosphere (Castagna and Ranieri, 2009). Based on these 

studies, thresholds above which the oxidative potential of the tropospheric ozone affects human health 

(240 µg/m3 in average on 1 hour) and vegetation (18000µg/m3/h of AOT40 in 5 years) have been set 

under the European Directives (European Parliament 2008). AOT40 is the Accumulated Ozone over 

Threshold of 40 ppb that indicates the cumulated sums of the hourly concentrations trespassing the 

[O3] threshold of 80µg.m-3 (40ppb) during the April-September period between 8am and 8pm. This 

index is used by European regulatory agencies to evaluate the chronic pollution risk to vegetation from 

which we set categories of pollution (Agathokleous, Kitao, and Kinose 2018). Unfortunately, these 

thresholds do not take into account the possible impact of [O3] on VOCs emission and on resilience of 

plant-insect interactions. 

Some studies have shown that O3 affects the direct VOCs synthesis and emission by plants. 

Otherwise, knowing the key roles of the VOCs in ecosystem functionning, notably their function in 

attraction of pollinators, we can then expect that a modification of the emitted chemical signal would 

affect the attraction of insects and mainly pollinators playing a key role as ecosystem services (Klein 

et al., 2007). However, increase in [O3] could modify the emission and so the proportions of floral 

VOCs even those attractive for pollinators and, ultimately, impact their attraction towards their plants 

(Farré-Armengol et al., 2016) because the proportions of these VOCs are crucial for the specific 

recognition of the signal (Bruce, Wadhams, and Woodcock 2005; Wright et al., 2005). Until now, 

studies explored the effects of high [O3] on the VOCs emitted by the vegetative parts of plants but only 

few studies have showed these effects on the floral VOCs emissions under high [O3] (Yuan et al., 

2021; Saunier and Blande, 2019) or other abiotic factors (some listed in Delle-Vedove et al., 2017). 

Because predictive models in atmospheric chemistry allowed to anticipate an increase of the O3

concentration average (chronic pollution) in the next 40 years already switched from 10 ppb in 90’s to 

three times more at the beginning of the 21th century but also of the frequency of ozone episodes 

(Fuhrer et al. 2016; Sicard et al. 2017; Ashmore 2005), it is crucial to evaluate the effect of O3 on 

plant-pollinator interactions. However, up to now, there is no effective evaluation of the impact of the 

O3 on the resilience of these biotic interactions based on floral chemical communication. 

In this paper we chose to study an emblematic specialist interaction with a high heritage value 

existing in Mediterranean habitats: the Mediterranean fig tree (Ficus carica L, Moraceae) and its 

specific pollinator, the fig wasp (Blastophaga psenes L, Hymenoptera Agaonidae). In fact, the 

Mediterranean region is one of the most ozone-polluted regions in Europe, particularly during the 

summer (Vautard et al., 2005). In addition, during summer due to increase in temperatures and reduced 

precipitations long periods of drought occur. Most of the plants in this region bloom during spring and 
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rarely during summer time. Therefore, important differences in the abiotic conditions occur for plants 

blooming during these two seasons. The Mediterranean fig tree is one of the very rare species of plant 

that always bloom during these two periods of the year. It is a dioecious species with, male trees that 

flower in spring and in summer and female only in summer together with the male (Kjellberg et al.,

1987). The reproduction of Ficus carica is totally dependant of one unique pollinator, Blastophaga 

psenes L. It is a perfect mutualism where the pollinating fig-wasps find also in the fig an oviposition 

site and shelter for its larvae (detailed in Proffit et al., 2020). The fig wasp is attracted by the fig tree 

thanks to a specific proportion of VOCs emitted by receptive figs (ready to be pollinated) (Proffit et 

al., 2020; Soler et al., 2012). Therefore, if abiotic factors (O3, temperature, light and drought) affect 

VOCs emission in fig tree, these changes could have direct consequences to the specific pollinator 

attraction challenging the resilience of this mutualistic interaction over time. In addition, there are large 

inter-seasonal differences in abiotic conditions between spring and summer, with warmer 

temperatures, higher frequency of O3 episodes and longer dry periods in summer. It is then expected 

to see different plant stress levels and therefore different plant responses in terms of VOC emissions

between seasons.

In order to evaluate the possible effects of the major abiotic factors inducing stress for plants 

in the Mediterreanean region (temperature, drough and O3), we collected in summer and spring the 

VOCs emitted by fig trees in natura within eight different sites in the France during three years. After 

chemical analyses, volatile emission of inflorescence and leaves were compared. We gave a particular 

importance to the VOCs responsible for pollinator attraction. During the same time we measured these 

major abiotic factors on our study sites. As we expect O3 to be one on the major stressors we selected 

our sites based on O3 concentration recorded locally by airquality agencies. 

MATERIAL AND METHODS

Sites and trees selection

Eight sites in the South-east of France (Figure 1) presenting contrasted [O3], were selected (see 

table 1) and prospected in spring (April-May) and summer (July-August) every two year from 2015 

till 2019, corresponding to 6 different sampling periods. The sampling was conducted on 36 male trees 

in spring and from 34 male and 42 female trees As much as possible we tried to sample VOCs from 

same trees, over the three years. All the selected trees were wild trees except those from Montpellier. 

These last trees were grown from seeds collected on wild trees and planted in the late 1960s in the 

experimental garden of the Centre d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive. All the measurements were 

conduted on trees that had figs at the receptive stage.
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Tableau 1. GPS coordinates and climate parameters of the sample sites selected for the study. Mean values ± standard 
deviation of AOT40 (ppb), temperatures (°C) and cumulated precipitations (mm/m²). AOT40 values are the mean AOT40 
in 2015, 2017 and 2019. Temperature values are the mean temperature measured in the field each day of VOCs sampling 
in spring and summer 2015, 2017 and 2019 averaged over the sites. Precipitation values are the mean cumulative 
precipitation from 1st January to the VOCs collection day in spring and summer 2015, 2017 and 2019 averaged over the 
sites.

Latitude Longitude AOT40 Temperature Precipitations
Occitanie

Bessan 43°21'39.7"N 3°25'14.5"E 9591.5 ± 1810.9 26.14 ± 6.55 160.25 ± 84.99
Saint-Guilhem-le-

Désert
43°44'03.1"N 3°32'55.7"E 10675.3 ± 1639.9 29.60 ± 6.40 233.56 ± 98.15

Montpellier 43°36'39.4"N 3°52'35.8"E 11177.8 ± 3169.1 32.28 ± 6.25 1241.82 ± 1299.25
Sommières 43°47'39.7"N 4°05'51.0"E 6936 ± 0 30.62 ± 6.60 270.1 ± 84.58

PACA

Arles 43°38'40.9"N 4°43'19.3"E 5102.5 ± 0 26.36 ± 4.98 238.4 ± 83.84
Vitrolles 43°27'25.9"N 5°14'59.3"E 13247 ± 2331.4 28.89 ± 5.02 192.05 ± 85.71
Marseille 43°17'41.0"N 5°22'08.8"E 8641.8 ± 1602.3 29.78 ± 4.08 217.84 ± 94.71

Observatoire de 

Haute-Provence 

(OHP)

43°56'04.3"N 5°42'37.9"E 15982.2 ± 1047.5 27.38 ± 4.10 307.36 ± 55.75

VOCs collection

VOCs emitted branches bearing 

receptive figs with (in summer) or without 

(in spring) leaves as well as branches 

bearing leaves alone were collected using 

dynamic headspace collection. Branches 

carrying receptive figs from individual trees 

were enclosed in a 30L polyethylene terephthalate bag (Nalophan®, Kalle Nalo GmbH, Wursthüllen, 

Germany) tighted at the two sides with cotton strings. Air was maintained through the bags by two 

pumps at the flow rate of 1000 ml.min-1 and 200 ml.min-1 at the entrance and the exit of the bags 

respectively. At the entrance of the bag, air was purified from ambient VOCs by a charcoal filter and 

from ambient O3 with a piece of a thiosulfate filter paper embedded in a cartridge (filter papers were 

soaked in a 10% solution of thiosulfate and conditionned under 85 ml.min-1 N2 flux at 50°C in the oven 

for 4 h). At the exit of the bag a trap made of a stainless-steel tube filled with 40 mg of Carbotrap 20–

40 and 80 mg of Tenax 60-80 (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) was connected to the bag. Air was 

maintained through the bags for 30 min before the VOCs collection. Then due to the important inter-

seasonal variation in the quantity of VOCs emitted by figs (Soler et al., 2012 and Proffit et al. 2020), 

VOCs were collected for 5 min in spring and 30 min in summer. In order to facilitate the identification 

Figure 1. Geographic location of the sample sites selected for 

the study.

50km
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of the VOCs emitted only by figs, the same collections were conducted on branches with leaves only. 

Moreover, to control for the ambient air composition at the location of VOCs collection, we performed 

‘blank’ extractions, by using the same protocol with an empty Nalophan bag. Odour collections were 

performed between 10:00 and 16:00, when the emission of VOCs by receptive figs is the highest 

(Grison-Pigé et al. 2001). At the end of each VOCs collection, we cut the branches to retrieve figs and 

leaves and we weighed them before and after having dry them in an oven at 40°C during at least 3 

days. Thus, dry weight biomass was assigned to each sample.

Abiotic factors measurements

All the abiotic data were acquired in order to evaluate their impact on the VOCs emission by

fig trees.

Physiological measurements

Physiological factors were measured on the trees to evaluate their stress state. Because during 

O3 exposure plants tend to close their stomate to avoid oxidative stress (Wittig et al., 2007), stomatal 

conductance was mesuread on each tree sampled. To do so, three leaves of different size were 

randomly chosen per tree and the mean stomatal conductance was obtained by measuring three values 

on each of these leaves using a AP4-Porometer (Delta-T Devices, Cambridge, England) at the time of

the VOCs collections. 

As stomatal conductance decreases in the case of water stress which is also a well-known plant 

response to stress state, leaf water potential was measured in situ using a scholander pressure chamber 

(PMS instrument Co. Oregon USA) in order to evaluate if reduction in stomatal condutance of fig trees 

in the field could be due to O3 or water stress. As values of leaf water potential measured never testified 

a stress state of trees (-0.713 ± 0.377 MPa) even under high temperatures and drought periods, we 

exclude this possible factor of stress from variation in stomatal conductance value. 

Environmental factors measurements

Temperature and light intensity were measured in situ for each tree. Temperature was measured 

with a PCE-320 psychrometer (PCE Instruments, Strasbourg, France) at the time of the VOC 

collections in the direct proximity of each sampled tree. Temperature inside the bags were measured 

with iButtons® data loggers (DS1923 iButton Temperature/Humidity Logger, 1-Wire). The PAR was 

measured with a PAR sensor (LI-250A light meter, LI-COR®, Biosciences) to measure the light

intensity.

We calculated the cumulated precipitations and the mean temperature by month from the Safran 

meteorological data archives (Durand et al., 1993). To estimate drought periods, precipitations and 
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temperature were then used in umbrothermal graphs for each site and categories of drought (N = 4)

were fixed depending on how many months presented a drought periods (see Figure S1 in 

supplementary files).

The hourly mean O3 concentrations of the day preceding the VOCs collection between 8:00 

and 20:00 ([O3]t-1), the concentration of O3 at the moment of VOCs collection ([O3]t) and the AOT40 

were retrieved from data archives of atmospherical control agencies (AtmoOccitanie and AtmoSud). 

AOT40 values are the sum of the differences between hourly ozone concentration and 40 ppb for each 

hour when the concentration exceeds 40 ppb during a time range (from April to September) for the 

last 5 years. Thanks to these values, categories of acute pollution ([O3]t-1 and [O3]t) were estimated 

according to the mean annual [O3] in France (reaching 40 ppb) and chronic pollution (mean AOT40) 

in the study sites (Table 2).

Chemical analyses and peak area integration

All the analyses were performed at the CEFE – Labex CEMEB technical platform "Plateforme 

d’Analyses Chimiques en Ecologie (PACE)".

A gas chromatograph (GC, Trace 1310, Thermo Scientific, Milan, Italy) coupled to a mass 

spectrometer (ISQ QD Single Quadrupole, Thermo Scientific, Milan, Italy) was used with an Optima 

5-MS capillary column (30 m, 0.25 mm ID, 0.25 μm film thickness, Machery-Nagel, Düren, 

Germany). Adsorbent traps were handled with a Multi Purpose Sampler (Gerstell, Mülheim, Germany) 

and desorbed with a double stage desorption system, composed of a Thermal Desorption Unit (TDU) 

and a Cold Injection System (CIS) (Gerstell, Mülheim, Germany). Details of the injection and 

acquisition method can be wiewed in Proffit et al., 2020. We used Xcalibur TM 266 software (Thermo 

Scientifc TM, Milan, Italy) and MZmine 2.18.1 (Pluskal et al., 2010) for data processing. Retention 

times of a series of n-alkanes (Alkanes standard solution, 04070, Sigma Aldrich, Munich, Germany) 

were used to convert retention times into a retention index each year. Compounds were then identified 

based on matching of the mass spectra with the Adams library of 2007, and on confirmation by 

comparison of calculated retention index (RI) with library.

AOT40 [O3] Drought

Categories Values in ppb Categories Values in ppb Categories Months*

Low 0 < [AOT40] < 9000 Low 21 < [O3] < 40 Null 0
Medium 9001< [AOT40] <10800 Medium 41 < [O3] < 60 Low 1

High 10801< [AOT40] <12600 High 61< [O3] < 80 Medium 2

Very high 12601< [AOT40] Very high 81< [O3] <100 High 3

Table 2. Categories of drought and ozone pollution types. 
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Data processing was done using MZmine™ version 2.18 (Pluskal et al., 2010) adapted to GC 

data processing (parameters and customized software available on demand), using the same automated 

protocol ensuring the consistency of peak integration. Results of our processing of volatile compounds 

were entered into a data table, each cell corresponding to the peak area on chromatograms of each 

compound in a given individual tree’s bouquet, minus the values obtained for the same VOC in control 

extractions in the field. In addition, the peak areas of leaves compounds were subtracted to the peak 

areas of figs compounds in each fig samples. Peak areas of all compounds served as estimation of the 

concentration to calculate proportions of VOCs in the figs and leaves samples and peak areas were 

reported to the dry weight biomass and time of collect in the field to estimate the total amount of VOCs 

in the figs and leaves samples.

Since we are interested in the variation of the pollinator attractive VOCs, linalool, benzyl 

alcohol and cis and trans-linalool oxides (furanoid), we focused our analyses of their emission rates 

and their associated proportions in the attractive blend. Since we did not detect trans-linalool oxide in 

our samples, we limited our analysis of attractive compounds to linalool, benzyl alcohol and furanoid 

cis-linalool oxide. Their emission rates were calculated based on calibrations of their concentrations

(calibration factors were obtained for each VOC using the slope of the regression between their peak 

area and their concentration in three replicates of three different dilutions of synthetic linalool, cis- and 

trans-linalool oxide and benzyl alcohol mixture analysed by the same GC-MS method of other 

samples) and calculated with : 

!"# = $#%&' ( ) ( *+
where ER is the emission rate of the compound “i” expressed in ng.gDW

-1.h-1 with m the 

compound “i” quantity in nanogram, gDW the dry weight biomass in gram, t the collection time in h 

and QO the outflow rate.

Also in this study, we did not measure isoprene, despite the fact that fig trees emit this 

compound. The three main reasons are i) isoprene collection needs a particular methodology of 

analysis given the very high volatility of this VOC and ii) isoprene is well known to be emitted 

essentially by leaves iii) it is not detected by pollinator antennae.

Statistical analysis

All the data visualisation and analyses were performed in R (v. 3.6.2; R Development Core 

Team; URL http://www.R-project.org) incorporated in the ade4, RVAideMemoire, vegan, mixOmics 

and Hotelling packages (Hervé et al., 2018).
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The effects of the different abiotic factors ([O3]t-1, [O3]t, the AOT40, PAR, temperature and 

drought) on the tree stomatal conductance were tested using a linear mixed model by season with years 

and sites as random factors and an analysis of deviance. Values of stomatal conductance were log-

transformed prior to the analysis.

Regarding the VOCs data, a first analysis was conducted to compare the chemical profil of figs 

and leaves within and among the seasons. For that a permutation F-test on a multivariate linear 

regression fitted with a partial redundancy analysis (pRDA) was performed on the VOCs proportions 

with plant organs and seasons as fix factors and years and sites as random factors. A PCA was then 

performed on the constrained pRDA to visualize the differences between modalities of seasons and 

VOCs emitting-organs attested with permutation F-tests.

Then a pRDA and a permutation F-test were conducted in order to evaluate the effects of the 

different abiotic factors, categoricals ([O3]t-1, [O3]t, the AOT40, drought) and continuous (temperature 

and PAR), on the relative proportions of all compounds emitted by figs with two random factors (years 

and sites). One analyse per season was performed since the fig emissions are different between spring 

and summer (see results section). The same analysis was conducted on the relative proportion of only

the VOCs detected by the fig wasp. Finally, the effect of the environmental factors ([O3]t-1, [O3]t, the 

AOT40, drought, temperature and PAR) on (i) the total emission of attractive VOCs and (ii) emission 

rates of each attractive compound were tested with linear mixed models and analyses of deviance per 

season with years and sites as random factors. Total amount and emission rates of attractive VOCs 

were log transformed prior to the analyses.



7878

RESULTS

Stress states of fig trees

The stomatal conductance increased significantly with the temperature in spring but decreased 

in summer (respectively, x² = 4.98, p = 0.03 and x² = 3.90, p = 0.04) (Figure 2A). Also, light intensity 

in summer had significant effect on the stomatal 

conductance and with a tendency in spring

(respectively, x² = 5.52, p = 0.02 and x² = 2.98, p = 

0.08) (Figure 2B). In addition, [O3] had a significant 

but contrasted effect on stomatal conductance in 

spring and summer, indicating a possible stress 

response. Indeed, in spring stomatal conductance 

decreased significantly with [O3]t (x² = 6.99, p = 

0.008) (Figure 2C) but tended to increase in summer 

with [O3]t-1 (x² = 5.36, p = 0.07). All other abiotic 

factors had no significant effects on the stomatal 

conductance in spring or summer: for the AOT40 

(respectively x² = 0.71, p = 0.87; x² = 1.12, p = 0.77) 

and for the drought (respectively x² = 0.53, p = 0.47; 

x² = 2.04, p = 0.56).

Comparison of the global scent of figs and leaves 

emissions in situ

In the VOCs profiles of figs and leaves we 

detected a total of 17 and 16 compounds 

respectively. Leaves emitted aliphatic compounds in 

greater proportion (> 25%) than figs (< 25%) at all 

seasons (Figure 3A). Both figs and leaves VOCs 

emissions presented higher proportions of terpenes, 

particularly sequiterpenes in summer than in spring.

In summer, the emission of some terpenes was 

Figure 2. Stomatal conductance depending on 

temperature (A), PAR (B) and [O3]t (C) in spring 

and in summer. 
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shared between leaves and figs such as β-ocimene, (E)-β-caryophyllene and germacrene D (Figure 

3A). More interestingly, the compounds attractive for the pollinator were strictly emitted by figs. 

In the multivariate analysis, the relative proportion of these VOCs were significantly different 

between the odor-emiting organ (permutation test, F1,308 = 31.96, p = 0.001) and between seasons 

(permutation test, F1,308 = 10.84, p = 0.001). Moreover, pairwise comparisons revealed significant 

differences between all groups of odors (all p-values = 0.001). In the pRDA the type of odor-emitting

organ and season explained 11% of the variability of the relative proportions of VOCs, while the 

random factors year and site together explained 8% of this variation. Within these 11%, 80% was

explained by the first component of the multivariate linear regression analysis and 20% by the second 

component (Figure 3B). 

Since our focus concerns mainly the variations of VOCs which are attractive to the pollinator,

we concentrated our analyses on fig emission and the effects of abiotic factors. Nevertheless, the total 

amount and the proportions of VOCs emitted by leaves were not affected by variation of the abiotic 

factors neither in spring nor in summer, except of the light intensity in spring (Table S1). 



8080

A

B

Figure 3. Mean relative 

proportions of fig tree VOCs as 

a function of VOCs emitting-

organ and season (A) and the 

Principal Component Analysis 

score plot from the constrained 

Partial Redundancy Analysis 

(pRDA) on the proportions (B). 

Figs VOCs are coloured in purple 
and leaves VOCs are coloured in 
green. Spring emissions are in light 
colours and summer emissions are 
represented in dark colours. 
Compounds in bold letters are the 
attractive compounds for the 
pollinator emitted strictly by figs. 
Different letters on the PCA means 
that groups of odours are 
significantly different (pairwise 
comparisons, p = 0.001).

a

. 
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. 
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Effects of abiotic factors in different seasons on global scent emitted by figs

Elevated temperature induced a significant increase in the total amount of fig VOCs emitted in 

spring but not in summer (Table 3). From another side, drought significantly resulted in the increase

of the total amount of VOCs emitted by figs but only in summer. However, this factor had a tendency 

to affect VOCs relative proportions in spring. In spring, only the chronic ozone pollution, expressed 

as AOT40, had a significant effect on the proportions of VOCs emitted by figs.

Spring Summer

Proportions Total amount Proportions Total amount

df            F Pa df          X² Pb df           F Pa df           X² Pb

Temperature 1       0.33 0.88 1    5.21 0.02 1     0.88 0.57 1      0.02 0.88

PAR 1      0.66 0.59 1    1.92 0.17 1     1.18 0.27 1        0.05 0.83

Drought 1      2.43 0.06 1    0.84 0.36 3    0.77 0.82 3     11.07 0.01

AOT40 3     1.88 0.04 3    2.33 0.51 3     1.15 0.24 3      3.21 0.36

[O3] t 1        1.46 0.20 1    0.03 0.87 3    1.13 0.26 3      3.11 0.37
[O3]t-1 1      0.80 0.53 1    0.03 0.87 2     0.70 0.88 2      4.21 0.12

a P = p-values of the model rda(VOCs proportions ~ [O3]t + [O3]t-1 + AOT40 + Drought + Temperature + PAR + 
Condition(years)+ Condition(sites))

b P = p-values of the model lmer(log(total amount of VOCs + 1) ~ [O3]t + [O3]t-1 + AOT40 + Drought + Temperature + 
PAR + Condition(years)+ Condition(sites))

F = F-test value

X² = Chi-square test value

df = degrees of freedom

Effects of abiotic factors at different seasons on attractive compounds emitted by figs

Temperature had contrasted effect in spring and summer on the emission of the attractive VOCs 

to the pollinator i.e., linalool, cis-linalool oxide and benzyl alcohol (Tables 4 and 5, Figure 3). In 

spring, the emission rate of all the attractive VOCs increased significantly with increased temperature 

but decreased significantly for the linalool in summer and increased for the benzyl alcohol. Light 

intensity had a significant effect on the emission of linalool in spring (increase of emission rate) but 

not in summer. AOT40 had a significant effect on the emission rates of the three attractive VOCs in 

summer but not in spring (Figure 4, Table 5). Moreover [O3]t-1 affected significantly the emission rate 

of benzyl alcohol in summer but with no clear patterns and increased the total emission of the 

pollinator-attractive compounds (Table 4).

Table 3. Effects of environmental factors on proportions and total amount of VOCs emitted from figs in spring and 

summer.
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Spring Summer

Proportions Total emission Proportions Total emission

df       F Pa df     X² Pb df       F Pa df      X² Pb

Temperature 1        0.65 0.54 1    5.45 0.02 1   4.05 0.88 1     1.36 0.24

PAR 1      1.70 0.19 1     2.67 0.10 1    1.21 0.30 1      0.40 0.53

Drought 1        1.69 0.18 1     0.23 0.63 3    1.26 0.28 3     1.25 0.74

AOT40 3       1.09 0.40 3     0.71 0.87 3     1.12 0.37 3      5.64 0.13

[O3]t 1        1.70 0.20 1     0.16 0.69 3      1.49 0.17 3     2.29 0.52
[O3]t-1 1       0.53 0.58 1     0.02 0.89 2     0.32 0.86 2     5.94 0.05

a P = p-values of the model rda (Attractive VOCs proportions ~ [O3]t + [O3]t-1 + AOT40 + Drought + Temperature + PAR 
+ Condition(years)+ Condition(sites))
b P = p-values of the model lmer (log(total emission of attractive VOCs + 1) ~ [O3]t + [O3]t-1 + AOT40 + Drought + 
Temperature + PAR + Condition(years)+ Condition(sites))

F = F-test value

X² = Chi-square test value

df = degrees of freedom

Spring Summer

Linalool Cis-linalool 
oxide

Benzyl alcohol Linalool Cis-linalool 
oxide

Benzyl alcohol

df X² P X² P X² P df X² P X² P X² P

Temperature 1 5.86 0.02 4.57 0.03 5.42 0.02 1 7.54 <0.01 2.30 0.13 0.04 0.84

PAR 1 4.27 0.04 0.36 0.55 0.07 0.79 1 0.13 0.72 0.19 0.67 0.30 0.58

Drought 1 1.81 0.18 2.88 0.08 1.74 0.19 3 4.46 0.22 4.27 0.23 7.31 0.06

AOT40 3 1.67 0.64 5.84 0.12 0.67 0.88 3 13.16 <0.01 8.32 0.04 29.06 <0.001

[O3]t 1 0.34 0.56 0.01 0.90 1.10 0.29 3 1.10 0.78 2.66 0.45 2.42 0.49

[O3]t-1 1 0.36 0.55 0.33 0.57 1.58 0.21 2 3.34 0.19 4.10 0.13 16.81 <0.001

P = p-values of the models lmer (log(emission rate of the attractive VOC + 1) ~ [O3]t + [O3]t-1 + AOT40 + Drought + 
Temperature + PAR + Condition(years)+ Condition(sites))

F = F-test value

X² = Chi-square test value

df = degrees of freedom

Table 4. Effects of abiotic factors on proportions and total emission of attractive VOCs emitted from figs in 

spring and summer.

Table 5. Effects of abiotic factors on emission rates of each attractive VOCs emitted from figs in spring and 

summer.
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DISCUSSION

This study, by analysing the VOCs 

emitted by a plant species in eight sites 

during 3 years at two different seasons, 

provides interesting new results on the effect 

of abiotic factors and mainly tropospheric 

ozone on the emission of floral VOCs with a 

special focus on the compound involved in 

pollinator attraction. An important difference 

between the seasons in the response of fig 

tree to the different abiotic factors measured 

was detected. Some of our results confirmed 

classical hypothesis on plant response to 

well-studied abiotic factors (e.g light and 

temperature) but also partly confirmed our hypotheses on the effet of O3 on VOCs emission by plants.

Despite the progress in our understanding on VOC emissions by plants, our study is the first 

one comparing the effect of season on the different VOC compositions produced by odor-emitting 

total
linalool
cis-linalool oxide

benzyl alcool

Figure 3. Emission rates of 

the three attractive VOCs 

and their total emission 

according to temperature in 

spring and in summer. 

Asterisks next to the 
regression curves indicate the 
significant effect of 
temperature on the emission 
rate of the corresponding 
compound.

Figure 4. Emission rates of the three attractive VOCs 

according to AOT40 levels in summer. 
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organs of a fig tree. Both figs and leaves VOCs emissions presented higher proportions of terpenes in 

summer than in spring. The inflorescences of the fig tree emitted the pollinator-attractive VOCs in 

greater proportions in spring than in summer. Moreover, in summer, figs emitted higher proportions 

of sesquiterpenes and smaller proportions of monoterpenes. These results confirm the observations 

made by other authors that investigated the variation of VOCs emission by leaves and flowers over 

different period of the year that showed globally a higher sequiterpenes emission rates in summer than 

in spring (Llusià et al. 2013; some other listed in Delle-Vedove et al. 2017). According to these studies, 

seasonal variations of floral and leaves VOCs emission are species-specific and due to changes in 

environmental conditions such as temperature or, for leaves, due to differences in their degree of

maturity (Bracho-Nunez et al. 2011). 

Our results showed a significant effect of the temperature on the total amount of all floral VOCs

and on pollinator-attractive VOCs but with important difference between seasons. More specifically, 

a significant increase with temperature for the emission rates of all VOCs was detected in spring, but 

a decrease of linalool emission rate is observed in summer. Regarding floral VOCs, terpenes emissions 

are known to be temperature-dependent, notably sesquiterpenes (Duhl et al. 2008), with an optimal 

temperature for emission (Farré-Armengol, et al. 2014) that can be adaptable to the flowering season 

for the same plant species (Farré-Armengol et al. 2015). Results of other studies revealed that the 

number and release amounts of floral scent components were significantly influenced by light intensity 

and temperature (Jacobsen & Olsen, 1994), showing the similar pattern: first increasing and then 

decreasing (Hu et al., 2013). In our study, temperature optimum for linalool emission from figs in 

natural conditions would be somewhere between 25 and 30°C, resulting in a decrease of linalool 

emission by figs after 30°C. In summer in the Mediterranean region, it is quite common that this 

threshold is reached during heat waves and will even be more frequent with global warming or even 

occurring in the future during spring seasons (IPCC, 2021). All these results and assumptions, 

particularly the decrease of linalool in the attractive blend for the pollinator will challenge in the future 

the recognition of the receptive figs by their specific pollinator.

As expected, our results showed increase of the stomatal conductance in spring and summer 

with increasing sunlight exposure (PAR), which is in accordance with the carbon assimilation process 

(photosynthesis). In addition, a significant increase of stomatal conductance with temperature was also 

detected in spring, but stomatal conductance decreased in summer with increased temperature which 

is not in accordance with the stomata openness concept during heat waves (Teskey et al., 2015). It has 

previously showed that the mechanism of regulating stomatal conductance by temperature was, at least 

partly, independent of other known mechanisms linked to water status and carbon metabolism (Urban 
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et al., 2017). Our results showed a significant decrease in stomatal conductance in spring, but not in 

summer, with [O3] of the day of the VOCs measurements. The flux concept predicts that a decrease in 

stomatal conductance would protect trees from air pollution effects by decreasing pollutant uptake 

(Tausz et al. 2007). Also, a decrease in stomatal conductance can protect plants from water deficit by 

limiting water exchange with extracellular tissues (Chaves et al. 2002). However, our measurements 

of water leaves potential indicated that the tree sampled were never under-water-stress. Therefore, the 

reduction in stomatal conductance detected in spring is very likely the result of high [O3]. Indeed, in 

an experimental study testing the effect of acute O3 exposure in fig trees in spring a significant decrease 

in stomatal conductance after O3 exposure was observed (Dubuisson et al., in prep.). 

We also highlighted that O3 pollution induced changes in the proportion and emission rate of 

floral fig tree depending of the season. In spring, chronic O3 pollution (AOT40) results in variation of

the proportions of fig floral VOCs where acute O3 pollution increased the total emission of the 

pollinator-attractive compounds. In summer, chronic O3 pollution (AOT40) affected emission rates of 

the three pollinator-attractive VOCs with no clear patterns but acute O3 pollution (high [O3] short 

episodes) affected the emission rate of benzyl alcohol in the attractive blend. Here again these changes

in the proportions of the attractive compounds could affect the specific recognition of the chemical 

signal by the fig wasp. Concerning ozone effects on floral emissions, there is only two recent studies 

that have shown (i) compound-specific increases or decreases after 5 days of Brassicaceae species 

exposure to 80 and 120 ppb (Saunier & Blande, 2019) and (ii) decreases in both monoterpene and 

sesquiterpene floral emissions 90 days after the beginning of O3 exposure in Rosa sp.. In our study we 

showed a main response of floral VOCs with high AOT40 levels, meaning that long-term O3 exposure 

would be more affecting than short-term O3 exposure on floral VOCs emission. These results highlight 

the urgent need for experiments under controlled conditions to investigate the threshold of chronic O3

(i.e. during a whole season, spring and summer) exposure at which VOCs emission is affected. 

CONCLUSION

Although this study is descriptive, it provides a solid basis for highlighting environmental 

factors that may impact floral VOCs emissions as well as parameters to be tested under controlled 

conditions to confirm these effects. All these results lead to the conclusion that O3 episodes, chronic 

O3 pollution, drought and temperature affect in a concomitant way the emission of floral VOCs by fig 

tree. These abiotic factors affect the compounds used by the specific pollinator as signals to localize 

receptive figs and thus possibly already threatening the obligatory and mutualistic interaction between 

the plant and its pollinator. Thus, it would be of major importance to multiply this kind of field study 
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on the variation of floral emissions depending on abiotic factors to apprehend modifications in natural 

olfactory landscapes according to current and future drastic environmental changes.
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SUPPLEMENTARY DATA

Figure S1. Umbrothermal diagrams for the different sites where samples were collected. The curve 
represents mean temperatures while the bars represent cumulated precipitations in a month. When the 
temperature line exceeds the cumulated precipitation bars we considered a drought period of 1, 2 and 3 
months as "low", "medium" and "high" respectively and "null" when there was no trespassing of the 
temperature curve.
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Spring Summer

Proportionsa Total amountb Proportionsa Total amountb

df F P X² P df F P X² P

Temperature 1 1.07 0.36 0.11 0.74 1 1.04 0.39 0.37 0.54

PAR 1 1.29 0.3 3.78 0.05 1 0.88 0.58 0.13 0.72

Drought 1 2.16 0.09 0.15 0.70 3 0.60 0.95 3.62 0.31

AOT40 3 1.02 0.43 4.31 0.23 3 0.67 0.94 3.70 0.30

[O3]t 1 2.68 0.06 0.05 0.82 3 0.98 0.47 0.92 0.82

[O3]t-1 1 1.13 0.34 0.07 0.80 2 0.87 0.65 0.78 0.68

a P = p-values of the model rda(VOCs proportions ~ [O3]t + [O3]t-1 + AOT40 + Drought + Temperature + PAR + 
Condition(years)+ Condition(sites))

b P = p-values of the model lmer(log(total amount of VOCs+1) ~ [O3]t + [O3]t-1 + AOT40 + Drought + Temperature + PAR 
+ Condition(years)+ Condition(sites))

F = F-test

df = degrees of freedom

Table S1. Effects of abiotic factors on proportions and total amount of VOCs emitted by leaves in spring and 

summer.
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Chapitre 4. Article 2 : Impact de fortes concentrations d’O3 sur

l’émission des COVs du figuier en conditions contrôlées et

conséquences sur l’attraction de son pollinisateur spécifique

Malgré le rôle déterminant des COVs émis par les inflorescences pour l'attraction des 

pollinisateurs, un nombre très limité d'études a examiné l'impact de fortes [O3] sur les COVs floraux 

et sur leurs émissions par les plantes dans un contexte d’interaction plante-pollinisateur.

Dans cette étude, nous proposons d'étudier les effets de l'O3 sur l'interaction hautement spécialisée 

entre le figuier méditerranéen et son unique pollinisateur, la guêpe du figuier en mesurant (i) la réponse 

de la plante, en termes d'émission de COVs, à une forte concentration d'ozone sur une courte période, 

puis (ii) les réactions chimiques qui se produisent entre l'ozone et les COVs floraux dans l'atmosphère, 

et enfin, (iii) la réponse de la guêpe du figuier aux changements du signal chimique spécifique qu'elle 

détecte. Pour ce faire, nous avons collecté les COVs de figuier dans un dispositif spécialement conçu 

à cet effet, puis nous avons analysés ces COVs en chromatographie en phase gazeuse couplée à de la 

spectrométrie de masse (GC-MS). Dans un second temps, nous avons caractérisé, en temps réel, les 
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réactions chimiques dans l'air avec un instrument original, le « Proton Transfer Reaction Time of Flight 

Mass Spectrometer » (PTR-ToF-MS). Enfin, nous avons couplé l’exposition à l’O3 des COVs, émis 

par des branches de figuiers portant des figues réceptives (prêtes à être pollinisées), avec des tests 

comportementaux sur le pollinisateur du figuier.

Ces trois expériences ont montré que :

- L’émission de quelques COVs par les figues réceptives est affectée en réponse à une exposition à 

une forte [O3] sur une courte période, et la conductance stomatique, caractéristique du stress engendré, 

diminue.

- La concentration en linalol, un composé majeur dans l'émission des figues et du bouquet attractif 

pour le pollinisateur, diminue pendant l'exposition à l’O3. Les concentrations d'oxydes de linalol 

augmentent et deux produits de réaction du linalol avec l'O3 sont apparus dans le mélange lorsque seuls 

les COVs du figuier ont été exposés à l'O3.

- Les variations observées des concentrations de COVs floraux font varier les proportions du mélange 

attractif pour le pollinisateur qui n'est alors plus attiré par l'odeur exposée à l’O3, et ceci, dès 40 ppb. 
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HIGHLIGHTS

• Exposure to high [O3] of the Mediterranean fig tree (Ficus carica L.), over a short period, 

induced limited variation in the emission of floral VOCs but major changes in the VOCs around 

the plants, due to reaction of the emitted floral VOCs with O3. 

• During the experimental increase of tropospheric ozone, the concentration of linalool, a major 

compound in the emission of the fig tree and important compound in the attractive bouquet for 

the pollinator, decreased substantially. Concentrations of linalool oxides increased as well as 

two reaction products of linalool with O3 appeared in the floral blend when only fig tree VOCs 

were exposed to O3.

• Variations in compound concentrations of floral VOCs induced changes in the proportions of 

the pollinator-attractive blend and the specific pollinating-wasps were not able to recognize the 

signal during an O3 exposure higher than 40 ppb.

ABSTRACT

Tropospheric ozone (O3) is one of the most stressful atmospheric pollutants for organisms 

because of its strong oxidizing potential. Many studies have shown that O3 can alter the emission of 

leaf VOCs in plants, and can react with these molecules once they are emitted into the atmosphere, 

thus altering interactions with associated insects, but very few on compounds emitted by flowers in 

the context of a plant-pollinator interaction. In this study we propose to investigate the effects of O3
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on the highly specialized interaction between the Mediterranean fig tree and its unique pollinator, the 

fig-wasp, by (i) measuring the response of the plant exposed to a high concentration of ozone ([O3]), 

200ppb, over a short period of time, 5h, in terms of VOCs emission using dynamic headspace VOC 

capture and GC-MS analysis,, then by (ii) measuring the chemical reactions occuring in the atmosphere 

between O3 and floral VOCs attractive using real-time monitoring of chemical reactions in air with 

PTR-ToF-MS, and finally, (iii) testing the response of the fig wasp to changes in the specific chemical 

signal exposed to 5 [O3] concentration (0 ppb, 40pp, 80ppb, 120 ppb and 2000ppb) using behavioral 

tests with olfactometers. The results of this experimental study indicate that during an episode of high 

[O3], despite a significant decrease in its stomatal conductance, the emission of fig tree is limitedly 

changed immediately after the exposition, but the proportion of the emitted VOCs attractive for the 

pollinator is strongly affected in the atmosphere from 40 ppb of O3, altering significantly the attraction 

of the specific pollinator. Therefore, current O3 episodes in the Mediterranean region are probably 

already affecting the chemical communication between the fig tree and its specific pollinator and 

consequently the reproduction of both partners.   

GRAPHICAL ABSTRACT
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INTRODUCTION

Plants produce and release in the atmosphere a huge diversity of Volatile Organic Compounds 

(VOCs) that belong to different chemical classes (Dudareva et al., 2013; Knudsen al., 2006),). These 

VOCs are involved in numerous ecological functions, such as mediation of plant-plant interactions 

(Brosset & Blande 2022; Ueda et al., 2012), protection of plants against pathogen and herbivore attacks

(Dicke and Baldwin 2010; Heil, 2008), but also attraction pollinators (Pichersky & Gershenzon 2002, 

Raguso, 2008). These multiple functions of plant VOCs create a complex chemical environment where 

interacting species, and particularly insects, have to extract the relevant cues to localize crucial 

resources for their survival and reproduction (Conchou et al. 2019). Some of these cues can serve as 

chemical signals when they are produced by plants with the function to exchange specific information 

with other living organisms. For instance, at receptive stage, plants emit chemical signal to advertise 

the presence of a reward, e.g. nectar, pollen and oviposition site, in order to attract pollinators (Fornoff 

et al. 2017). This chemical signal responsible for plant-pollinator communication is generally 

composed of a blend of VOCs in a particular proportion (Proffit et al., 2020; Raguso, 2008; Wright et 

al., 2005). However, abiotic factors can modify qualitatively and quantitatively the composition of 

VOCs emitted constitutively by the plant and alter the plant-insect communication. Indeed, there are 

a large number of studies showing that both elevated temperature and drought can have important 

effects on VOC emissions by the vegetative parts of the plants (for a review see Peñuelas & Staudt, 

2010). However, studies investigating the effect of abiotic factors on the emission of VOCs by flowers 

are quite limited (Farré-Armengol et al. 2014; Majetic, Raguso and Ashman 2009), and even lacking,

concerning the effect on the specific compounds used by pollinators to localize their host-plants.

Considering the crucial role of some flower VOCs for pollinator attraction, and therefore for plant 

reproductive success, as well as the important environmental changes that plants are today 

experiencing, investigating the effect of major sources of environmental changes on the integrity of 

the chemical signal emitted by plants to attract pollinators and their consequences for pollinator 

attraction is of major importance. 

In fact, since the industrial era, number and concentration of atmospheric pollutants has been 

increasing, creating strong environmental pressures in ecosystems (Barnosky et al., 2012; IPCC, 2021). 

Among these air pollutants, tropospheric ozone (O3) is one of the major phytotoxic pollutants observed

in rural areas nearby big cities (Cooper et al. 2014). Because O3 is a very oxidizing molecule it can be 

responsible for physiological problems in plants, such as damage to leaf cells (Long & Naidu, 2002), 

a decrease in vegetative growth (Black et al., 2007), inhibition of carboxylases activity and 

photosynthetic pigments (Leitao et al., 2007), and consequently affect VOCs emission. Surprisingly if 



100100

many studies have been conducted to determine the effect of O3 on the emission of VOCs by vegetative 

parts of plants (reviewed in Blande et al., 2014; Peñuelas and Staudt, 2010; Pinto et al., 2010), there is 

comparatively little information on the effect of O3 on the emission of VOCs by flowers. Only two 

studies investigated the effects of O3 exposure on the emission of VOCs by flowers. They have shown 

i) significant but species-specific effects on Brassicacae species exposed to 80 and 120 ppb of O3

during daylight hours for 5 consecutive days (Saunier and Blande, 2019) and ii) varietal-specific 

effects for Rosa spp. exposed at 40 ppb during 35 days (Yuan et al., 2021).  But none of these studies 

investigated the effect that these changes could have on the VOCs responsible for pollinator attraction. 

Nevertheless, these studies highlight that plant-pollinator interactions would be disturbed by increasing

tropospheric O3.  

In addition to potentially affect VOCs emission by plants, O3 can react with VOCs themselves 

once they are emitted in the atmosphere and shorten their life span by reacting with these molecules at 

different speed depending on the compound and its chemical conformation (Atkinson and Arey, 2003; 

Calogirou et al., 1999). In fact, as the reaction time of the different VOCs with O3 is extremely variable, 

during periods with elevated [O3]. Significant changes in the proportions of VOCs in floral plumes are 

expected as soon as they are emitted in the atmosphere. Some studies (Fuentes et al., 2016; 

McFrederick et al., 2008) highlighted by modelling under different scenarios of O3 pollution that the

scent plume downwind floral sources could be degraded and, as a result, increase the foraging time of 

honeybees. In addition, two different experimental studies demonstrated that attraction of the 

bumblebee (Bombus terrestris, Apidea) and of the tobacco sphinx (Manduca sexta, Sphingidae) 

towards their corresponding host plant, respectively, the black mustard (Brassica nigra, Brassicaceae) 

and the winged tobacco (Nocotiana alata, Solanaceae), is affected if their host plant VOCs are exposed 

to 120 ppb of O3 (Farré-Armengol et al. 2016, Cook et al., 2019). However, these two unique 

experimental studies on the impact on pollinator attraction of the oxidation of flower VOCs by ozone 

did not examine more specifically the VOCs detected and used as signal by the pollinator. Since ozone 

concentration significantly increases since pre-industrial era (Vingarzan, 2004) and ozone peaks 

become more frequents (Vautard et al. 2005), it is crucial to understand now how ozone increase would 

affect plant-pollinator chemical communication.

In the present study, we used the Mediterranean fig tree (Ficus carica L., Moraceae) and its 

unique mutualistic pollinator, the fig wasp (Blastophaga psenes L., Hymenoptera, Agaonidea) as a 

model system. We investigated the effect of exposure to high but realistic O3 concentration on the 

emission of floral VOCs and the eventual transformations of the odor plume in the atmosphere, and, 

the possible consequences for pollinator attraction. As pollinators reproduce exclusively within the 
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inflorescence of the fig tree, reproduction of each partner is exclusively dependent from each other. 

Pollinating fig-wasps locate receptive figs of their host using VOCs emitted by receptive inflorescence 

during the day time, between 9 am and 5 pm, at the maximum of ozone concentration. Moreover, due 

to important human activity and sunlight, Mediterranean region is one of the most polluted region in 

the world and consequently experience regularly important ozone episodes.  For instance, for the last 

3 years, reglementary thresholds of 60 ppb during a 8h period have been trespassed more than 25 days 

with high pollution peaks of more than 100 ppb/h reported every year (Atmo Occitanie). In a previous 

study, it has been reported that fig-wasps detect via their antennae only five of the about 20 VOCs 

emitted by receptive figs (ready to be pollinated) and are only attracted by a specific blend of four of 

these compounds: benzyl alcohol, linalool and linalool oxides (furanoid form, cis and trans) (Proffit et 

al., 2020). Moreover, it has been shown that any change in the proportions of this attractive blend alter 

the attraction of the fig wasp toward their specific figs (Proffit et al., 2020). Therefore, we predict that 

if O3 exposure affects the emission of the VOCs used as signal by pollinator to localize receptive figs 

and/or their life time in the atmosphere, pollinator attraction will be altered. To test these hypotheses 

we simulated, in controlled conditions, an ozone episode to investigate (i) to what extent exposure of 

plants at 200 ppb of O3 during 5 h can affect the emission of VOCs by fig inflorescences, (ii) the effect 

of a fig VOCs exposure to different [O3] (0ppb, 40 ppb, 80 ppb, 120 ppb and 200 ppb) and the 

degradation over the time of the floral chemical signal and finally (iii) the effect of this degradation on 

the pollinator attraction.

MATERIAL & METHODS

Study systems

This study was carried out i) in Montpellier, southern France at the CEFE “Centre d’Ecologie 

Fonctionnelle et Evolutive” (CEFE, Montpellier, France) and ii) in Marseille at the « Laboratoire 

Chimie Environnement » (LCE, Marseille, France).

Ficus carica is a dioecious fig species and therefore has male tree bearing figs where pollinator 

oviposite and develop, and female tree bearing fig that produce seeds where pollinator cannot 

oviposite. Male fig trees flower twice a year first in April and then in July. These flowering coincide 

with the two generations of the pollinating fig-wasp species. Female trees flower only once a year, in 

July, more or less simultaneously with summer male figs. Detailed complex life cycles of both 

Blastophaga psenes and Ficus carica are presented in Proffit et al. (2020). Here we performed all the 

experiments in spring (April-May) where male figs are receptive (ready to be pollinated) for the first 

time of the year. 
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For the experiment 1, in 2018 and 2019, we used 3- and 4-year-old potted tree with figs at the 

receptive stage coming from cuttings from wild male fig trees and grown at the experimental garden 

of the CEFE, a technical platform of the “Laboratoire d’Expertises Centre Méditerranéen 

Environnement et Biodiversité” (LabEx CeMEB).

For the experiment 2, in 2019, we used branches with receptive figs from wild male trees less 

than 20 km distant from the LCE. For the experiment 3, we used branches with receptive figs from 

wild male trees and insects from natural populations collected in fig trees present at the CEFE 

experimental garden and from natural populations less than 40 km distant from Montpellier. The VOC 

emissions of figs without any treatment were compared and proved to be similar between figs on the 

entire tree and only branches. 

Experiment 1: Emission of VOCs by plants exposed to high [O3]

Experiments were conducted in the greenhouses of the CEFE in which the temperature was 

controlled and fixed at 25°C during the day and 15°C during the night under natural light conditions 

(15 h /9 h day/night periods). We used a dynamic enclosure system in order to expose the entire plant 

to O3 and monitor the VOCs. Plants were individually enclosed in a 42 L inert PTFE 

(polytetrafluoroethylene) frame closed by a 50 μm thick PTFE film (Figure 1A). Air was pushed using 

a PTFE pump (KNF, N816.1.2K.18®, Germany) through a charcoal filter into the chambers at 6 L 

min-1. A PTFE fan ensured air mixing in the chambers. Air flow rates were controlled by flowmeters 

and all tubing lines were made of PTFE. Plants were bagged at least 12 h before the treatment phase 

to allow plants to acclimate to the enclosure. Exposure was always conducted on pairs of plants: the 

first plant was exposed to 0 ppb O3 and represented the "control" and the other plant was maintained 

at 200 ppb O3 using an O3 generator-analyzer (UV photometric Ozone Analyser with a generator 

option, Model 49i, Thermo Fisher Scientific TM, Franklin, MA, USA) for 5 h between 10 am and 3 

pm, corresponding to the time of B. psenes activity in the field (Martine Hossaert-McKey and Magali 

Proffit personal communication). For both plants, VOCs contained in the chambers were collected 

four times: (t0) before starting to ozonate the treated plant (0 ppb of O3 in both chambers), (t1) 3 h 

after the beginning of generation of O3 for the ozonated plant, (t2) 5 h after the beginning of generation 

of O3 for the ozonated plant and (t3) between 30 min and 1 h after O3 generation was stopped (Figure 

1B).
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VOCs were collected by pushing the air out of the chambers at 200 mL min-1 through an 

adsorbant steel-cartridge acting as VOCs trap filled with 40 mg of Carbotrap and 80 mg of Tenax 

phases (Sigma-Aldrich, Munich, Germany). We collected VOCs of each plant of the pair for 5 min 

following the same timeline (t0 to t3). In addition, before introducing the plant into the chambers, we 

collected air within empty Teflon chambers using the same method to have blank extractions in order 

to identify exogenous compounds and delete them in the VOCs samples.

Finally, it is well known that stomatal conductance and isoprene emission are stress marker for 

plants. We then measured stomatal conductance on three leaves of each plant of the pair with an AP4-

Porometer (Delta-T Devices, Cambridge, England) before and after introducing them in the chambers. 

Concerning isoprene in addition to the global odor collections, we also collected VOCs in other 

Carbotrap/Tenax cartridges for 10 min following the same protocol as above and we analyzed 

independantly isoprene emission from the other VOCs. Sixteen pairs of plants were used, representing 

32 individuals in total for this experiment.

Figure 1. Schematic diagram of (A) the experimental set-up and (B) timeline used for fig tree cuttings exposition 

to O3 in experiment 1. Control fig trees, represented by the green color in the figure, were exposed to 0 ppb O3 during 
the experiment. Treated fig trees, represented by the red color in the figure, were exposed to 200 ppb of O3 from t1 to 
t2 (red pot). After t2, O3 generation was stopped and 30 min to 1 h later the VOCs were collected in the chamber. "t"
times correspond to collections of VOCs through adsorbent cartridges during 5 min (grey bars in panel A) in the two 
chambers.
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Experiment 2: VOCs exposure to increasing [O3] and behavioral tests of fig wasps with ozone-

altered fig VOCs

Experimental design

This protocol aimed to isolate the VOCs emitted by fig branches in a reactor, where they could 

be exposed to different [O3] and then pushed out of the reactor to an olfactometer in order to test the 

attraction of B. psenes (Figure 2A).

Bouquets of around thirty figs on cutted-branches of fig trees were enclosed in the Teflon 

chamber to maximize the quantity of VOCs in the chamber. For this third experiment we used the 

equipment already described in the second experiment. Air purified by charcoal filter was pushed into 

the chamber at 2 L min-1. The air charged with VOCs present in the chamber was sent into a glass 

reactor of 2 L (Hei-Vap Core model, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Regensburg, Germany) 

at a flow rate of 400 mL min-1 using an O3 generator/analyzer (UV photometric Ozone Analyser with 

a generator option, UV photometric Ozone Analyser with a generator option, Model 49i, Thermo 

Fisher Scientific TM, Franklin, MA, USA) (Figure 2A). This very same device generated 40, 80, 120 

and 200 ppb at a flow rate of 1.8 L min-1 at the inlet of the reactor controlled by a second O3 analyser 

(Model 106-L Ozone monitor, 2B Technologies, USA) at 850 mL min-1 (Figure 2A). Respectively, 

20, 50, 80 and 110 ppb were measured at the outlet of the reactor. The difference in [O3] between the 

inlet and the outlet of the reactor confirmed that O3 was reacting with VOCs in the reactor (loss of 

~50% of the [O3], but a loss of only ~25% when only O3 was present in the reactor). The connected 

olfactometer mediated 200 mL min-1 of air charged with VOCs from the reactor to the insects. One 

light source was used to focus the direction of the insects (30 watts artificial light) and another light 

source was used to illuminate the chambers where the fig branches were placed but hidden from the 

sight of insects by a box (400-700nm SpectraBulb artificial light, E27 LED, FloraLed, France) (Figure 

2A). Temperature and relative humidity were maintained at 22 ± 0.04 °C and 38 ± 0.38 % respectively. 

Behavioral tests

We tested whether females of the pollinator, B. psenes were attracted to ozonated VOCs 

emitted by receptive figs using a glass Y-tube olfactometer in which only chemical cues were presented 

to wasps. Y-tube olfactometers were in glass (40 mm in diameter) with each lateral arms being 200 

mm long and the central arm being 150 mm long. Odour sources were connected to each lateral arm 

of the Y-tube with the reactor on one side (odour) and purified and humidified air with activated 

charcoal and distilled water on the other side (control) both at a flow rate of 200 ml min−1 (Figure 

2A). Newly emerging adult female wasps were collected from mature figs taken randomly from 

different wild individual male trees and were naïve to the odour sources presented in the bioassays. 
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Because of their very short lifespan outside their natal figs (less than 24 h), females of B. psenes were 

tested maximum 1h after their emergence. Each day a maximum of 30 females were used for 

behavioral tests, 303 females were tested in total. Females were placed at the entrance of the central 

arm of one Y-tube olfactometer 1 min after the connection of the two odour sources in each Y-tube 

arm. Six different two-choices were then presented to the naïve emerging female: (i) fig VOCs against 

control, (ii) ozonated fig VOCs to either 40, 80, 120 or 200 ppb O3 against control or (iii) only 200 

ppb O3 against control. Between two modalities ([O3]) we captured VOCs in the reactor by extracting 

the air through VOCs traps (Carbotrap/Tenax cartridges) at the flowrate of 200 ml min-1 during 5 min

to assess qualitatively and quantitatively the odour source sent into the olfactometer (minimum of eight 

VOCs samples by modality). Treatments were alternated in the day to avoid a bias linked to the day 

or the sample of selected wasps and figs. A bioassay lasted ten minutes. During that time the choice 

made by each individual was followed until wasps reached the end of one arm of the Y-tube 

olfactometer. We considered that wasps did not choose when they stood still in the central arm after 

these ten minutes. These wasps were not taken into account in the statistical analyses. Y-tubes were 

changed and cleaned with acetone after each trial in order to remove any chemical traces left by the 

insects. To avoid a directional bias the positions of odour sources were inverted between the two arms 

in each successive trial.
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Experiment 3: Reaction between VOCs emitted by fig tree and ozone

The protocol aimed to isolate the VOCs emitted by fig branches in a reactor, where they could 

be exposed to different [O3], resulting reactions between molecules could be followed with a Proton 

Transfer Reaction –Time of Flight –Mass Spectrometer (PTR-ToF-MS) (Hansel et al. 1995; Lindinger 

et al. 1998 a, b) and we were able to calculate the ozonolysis gas-phase kinetics of the attractive VOCs 

and of reaction products formed.

Experimental design

The experimental design consisted in enclosing branches provided with approximatively thirty 

receptive figs in a 42 L PTFE chamber air-flushed by an air generator at 2 L min-1. Air from the 

chamber was flushed at 300 ml min-1 into a glass reactor of 975 mL more the desired volume for ozone 

exposure (glass balloon of 1 L and 2 L connected to a rotary evaporator Heidolph Laborota 4000, 

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Regensburg, Germany) (Figure 2B). Ozone was generated at 

the inlet of the reactor at 500 ml min-1 and measured at the outlet of the reactor at 1.4 L min-1 by an 

O3 generator-analyzer (UV photometric Ozone Analyser with a generator option, Model 49i, Thermo 

Figure 2. Schematic diagram of (A) of the VOCs exposure to increasing [O3] coupled with behavioral tests in

experiment 2 and (B) the experimental set-up presenting the exposure of VOCs to increasing [O3] in 

experiment 3. VOCs were sampled in the reactor in each experiment through adsorbent cartridges during 5 min 
(including controls and ozone exposure).
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Fisher Scientific TM, Franklin, MA, USA). As hydroxide (OH) can come from the oxidation of 

molecules with O3, and that OH is even more reactive than O3, we used cyclohexane as an OH 

scavenger and was added to the reactor at a flow rate of 50 ml min-1. A PTR-ToF-MS (Ionicon

Analytik) was connected at the outlet of the reactor to measure in real time the reaction of the fig VOCs 

with O3. PTR-MS acquisitions were set to one sample per minute. After the fig branches were enclosed 

in the chamber, we awaited 2 h before performing O3 exposure in the reactor. In order to calculate a 

mean reaction kinetics for attractive compounds, we exposed alternatively fig tree VOCs to five 

different [O3] from 120 to 900 ppb in each different reaction volumes (1.975 L and 2.975 L).Three 

replicates of each exposure were performed (N = 3 per [O3] and volume). 

Ozonolysis gas-phase kinetics calculation

First, the mass concentrations of the attractive compounds were not stable throughout the 

experiment, in fact they decreased constantly. Moreover, in order to calculate the reaction constants of 

these compounds with O3, these concentrations would have had to be stable and continuous but since 

we applied an O3 exposure of the compounds, the non-ozonated concentrations of the compounds were 

missing during the ozone exposure period. It was therefore necessary to determine a regression curve 

to fill these gaps. We then fitted for each of the masses a 3rd degree polynomial linear regression: 

[$,-- .]/#0 = 12 314[$,-- .]567 3 18[$,-- .]5678 3 19[$,-- .]5679

with K0, K1, K2 and K3 are the polynomial coefficients (see Figure S3 for an exemple with 

linalool).

Then we determined the reaction constants (kO3) of each mass with O3 by plotting the neperian 

logarithm of the ratio of its corresponding fitted concentration to experimental concentration according 

to the concentration of O3 generated in the different reaction volumes. Then the second order constant 

can be obtain with : 

:; < [$,-- .]/#0[$,-- .]5675>#?5@0ABC =
D#) [E9]

where ki the slope of the regression line for a mass i, t the reaction time in the reactor (in 

seconds), [O3] is the O3 concentration generated in the reactor (in molecules.cm-3), with ki/t

corresponding to the second order reaction constant of the mass i (in cm3.molecule-1.s-1).
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GC-MS analyses

All chemical analyses were performed at the “Plateforme d’Analyses Chimiques en Ecologie” 

(PACE technical platform of the Labex CeMEB).

VOCs GC-MS analyses

GC-MS analyses of all other VOCs in the blend were conducted as follows: a gas 

chromatograph (GC, Trace 1310, Thermo Scientific, Milan, Italy) coupled to a mass spectrometer (ISQ 

QD Single Quadrupole, Thermo Scientific, Milan, Italy) was used with an Optima 5-MS capillary 

column (30 m, 0.25 mm ID, 0.25 μm film thickness, Machery-Nagel, Düren, Germany). Adsorbent 

traps were handled with a Multi Purpose Sampler (Gerstell, Mülheim, Germany) and desorbed with a 

double stage desorption system, composed of a Thermal Desorption Unit (TDU) and a Cold Injection 

System (CIS) (Gerstell, Mülheim, Germany). First, the injector was splitless with a temperature of 250 

°C on the CIS trap cooled at −80 °C by liquid nitrogen. Then, the CIS trap was heated to 250 °C with 

a 1:4 split ratio to inject the compounds into the column. We used helium at 1 mL.min−1 as a carrier 

gas. Oven temperature was held at 40 °C for 3 minutes, increased from 40 °C to 220 °C at a rate of 5 

°C.min−1 and from 220 to 250 °C at 10 °C.min−1, and finally held for 2 minutes at 250 °C. The 

temperatures of the transfer line and the ion source of the mass spectrometer were 250 °C and 200 °C 

respectively. Retention times of a series of n-alkanes (Alkanes standard solution, 04070, Sigma 

Aldrich, Munich, Germany) were used to convert retention times into retention indices. Compounds 

were then identified based on matching of the mass spectra with the Adams 2007 library, and on 

confirmation by comparison of calculated retention index (RI) with library. Finally, we used Xcalibur 

TM 266 software (Thermo Scientific TM, Milan, Italy) to integrate the peak areas of each compound.

Because we did not measure the dry weight of biomass to calculate emission rates of compounds we 

estimated the concentrations of compounds by calculating an index of variation in the amount of VOCs 

at a given time (t1, t2 and t3) relative to the amount of VOCs present in the samples at the beginning 

of the experiment, i.e. at t0, using this calculation: 

F,G.,).H; .;IJK HL FEM0# = N,GJ, HL FEM0# 3 OP � N,GJ, HL FEM02 3 OPN,GJ, HL FEM0# 3 OP 3 N,GJ, HL FEM02 3 OP
“area of VOCti” stands for the peak area of a given compound at a given time i (i: from t0 to 

t3), “area of VOCt0” stands for the peak area of a given compound in the sample of the corresponding 

control time (t0). The variation index varied between -1 and 1, with 0 corresponding to the initial VOC 

concentration at t0.

Isoprene GC-MS analyses
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Adsorbent traps containing isoprene were analyzed using the same GC-MS system equipped 

with the same double stage desorption system, composed of a TDU and CIS, except that the GC was 

equiped with an Al2O3/KCl coating plot fused Silica column (25 m x 0,32 mm x 0,5 µm film thickness, 

Varian, Palo-Alto, USA). First, the injector was splitless with a temperature of 240 °C on the CIS trap 

cooled at −80 °C by liquid nitrogen. Then, the CIS trap was heated to 220 °C with a 1:40 split ratio to 

inject the compounds into the column. We used helium at 1,5 mL min−1 as a carrier gas. Oven 

temperature was held at 50 °C for 2 minutes, increased from 50 °C to 200 °C at a rate of 8 °C min−1 

and finally held for 6 minutes at 200 °C. The temperatures of the transfer line and the ion source of the 

mass spectrometer were 200 °C. We used Xcalibur TM 266 software (Thermo Scientific TM, Milan, 

Italy) to calculate the area under curves of isoprene peaks to approximate its concentration in each 

sample. Thus, calibrations were performed on three known concentrations of isoprene and calibration 

factor was used to convert peak areas of isoprene into estimated concentrations.

Statistical analyses

All the data visualisation and analyses were performed in R (v. 3.6.2; R Development Core Team; 

URL http://www.R-project.org) and required the following packages: ade4 (Thioulouse et al., 2018), 

car (Fox and Weisberg, 2019), vegan (Oksanen et al., 2020), mixOmics (Rohart et al., 2017), Hotelling 

(Curran, 2021), RVAideMemoire (Hervé, 2021), contrast (O’Callaghan et al., 2020), nlme (Pinheiro 

et al., 2021) and corrplot (Wei and Simko, 2021).

Experiment 1: Effect of O3 on plant exposed to high [O3] during 5 h

Plant response to ozone exposure

First, the effect of the treatment (“control” or “ozone”), the time (“before”, “after” exposition) 

and their interaction on the stomatal conductance were tested using a linear mixed model with

individuals as random factor. Conductance values were log-transformed prior to the analysis. An 

analysis of deviance was performed on the model followed by pairwise comparisons.

Then, in order to test the effect of the treatment (“control” or “ozone”), the time (“t0”, “t1”, “t2” and 

“t3”) and their interaction on the concentration of isoprene we used a linear mixed model with 

individuals as random factor. Isoprene concentrations were log-transformed prior to the analysis. Then 

an analysis of deviance was performed and contrasts revealed true differences between modalities of 

factors.

VOCs response to ozone exposure
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A first data set was created in order to evaluate the effect of the treatment on the estimated 

concentrations of the different VOCs in the chamber. For that, we used the index variation calculated 

to assess the effect of O3 treatment on the estimated concentrations of each VOC present in the 

chambers. Linear models were fitted with treatment (“control” or “ozone”), time (“t0”, “t1”, “t2” and 

“t3”) and their interaction as fixed factors and the pair of plants as random factor. Analyses of deviance 

were used in order to test the significance of the effects of these factors on the [VOCs] variation index. 

Then, pairwise comparisons were performed between modalities of the factors using contrasts.

The second dataset consisted in calculating the relative proportions of each VOC of the total 

VOCs per sample. In order to assess the effect of O3 on the proportions of VOCs emitted by fig trees, 

a partial redundancy analysis (pRDA) was performed to decompose the explained and unexplained 

variation of our multivariate model on the relative proportions (Hervé et al., 2018). This multivariate 

analysis consisted in two steps. We first fitted one multivariate linear regression of the relative 

proportions of VOCs according to the plant treatment, the duration of exposure of ozonated plants to 

200 ppb O3 and the interaction of these two factors, considering the pair of plants as a random factor 

in the model. Then, we performed a constrained Principal Component Analysis (PCA) on the fitted 

values of the regression model in order to evaluate the variation in the relative proportions of VOCs 

that is explained by the two factors and their interaction. In addition, a permutation test was performed 

to assess the significance of the effects of the fixed factors. Finally, pairwise comparisons with 

permutation F-tests were conducted between modalities of the factors, and p-values were adjusted with 

the “false discovery rate” (fdr) method (Benjamini and Hochberg, 1995). 

As the proportions of linalool, linalool oxides and benzyl alcohol are determinant in the 

attraction of B. psenes, the same analysis was performed to assess the specific effect of O3 on the 

proportions of these attractive VOCs in the total attractive blend. The multivariate regression model 

fitted the relative proportions of these four VOCs according to treatment and time as fixed factors with 

pair of plants as random factor. An analysis of deviance and pairwise comparisons with F-tests were 

then conducted.

Experiment 2: Effect of O3 on the attraction of B. psenes

We characterized the composition and the relative proportions of VOCs presented to the fig-

wasps during the bioassay tests by performing a redundancy analysis (RDA) on the proportions of 

VOCs in the reactor according to the [O3]. This analysis consisted in fitting a multivariate linear 

regression between VOCs proportions and the [O3] as fixed factor and the branch bouquets as random 

factor. A permutation test was executed to assess the significance of the effect of the fixed factor. In 
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addition, we performed a constrained Principal Component Analysis (PCA) on the fitted values of the 

regression model in order to evaluate the variation in the relative proportions of VOCs that is explained 

by the [O3]. Finally, pairwise comparisons with permutation F-tests were conducted between 

modalities of the factor and p-values were adjusted with the fdr method (Benjamini and Hochberg, 

1995).

As the proportions of linalool, linalool oxides and benzyl alcohol are determinant in the 

attraction of B. psenes, we performed a regression model per attractive VOCs which fitted the relative 

proportions of each of these attractive compounds in the total attractive VOCs according to the [O3] 

and with the branch bouquets as random factor. An analysis of deviance and pairwise comparisons 

with F-tests were then conducted.

Finally, to determine the significant preference of female wasps for a group of odour rather 

than another we performed two-tailed exact binomial tests.

RESULTS 

The chemical composition of volatile compounds emitted by F. carica in absence of O3 was 

dominated by linalool, the oxygenated monoterpene. Linalool was the major compound in the

experiments when the plant (experiment 1) or the VOCs (experiment 2) were not ozonated with a mean 

of 48.88 ± 5.41 % of the total emission constituted of 31 VOCs in experiment 1 and with a mean of 

65.28 ± 10.58 % of the total emission constituted of 16 VOCs in experiment 2 (see tables S1 and S2).

In fact, the four VOCs responsible for fig-wasp attraction, linalool, furanoid linalool oxides and benzyl

alcohol, were the predominant compounds in the odour bouquets emitted by the figs in absence of O3

(controls) in experiments (average proportion of attractive VOCs in the experiments: 64.66% ± 6.01). 

Effect of O3 exposure on stomatal conductance and isoprene emission by plants (Experiment 1)

Stomatal conductance was significantly affected by ozone treatment depending on the time of 

exposure. The time (before or after exposition) had a significant effect on the stomatal conductance 

(X² = 9.91, p = 0.002), but this effect depended on the ozone treatment (for the interaction X² = 16.22, 

p < 0.001) even if treatment alone was not significant (X² = 0.57, p = 0.45) (Figure S1 in supplementary 

file). In pairwise comparisons, stomatal conductance values before the experiment were similar 

between control and ozonated fig trees (t = -1.94, p = 0.25) but significatively different between these 

two groups after the experiment (t = 3.24, p = 0.02). In fact, stomatal conductance of fig leaves 

decreased significantly after plants were exposed to O3 (t = 4.99, p = 0.005) but not in control plants 

(t = -1.03, p = 0.74). 
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Concerning isoprene, ozone exposure affected the concentration of this compound in the 

chamber. This was confirmed by the linear model showing a significant effect of treatment and time 

on the concentration of this compound (X² = 6.05, p = 0.01 and X² = 14.64, p = 0.002, respectively) 

but not the interaction of these two factors (X² = 3.43, p = 0.33). In pairwise comparisons, difference 

in isoprene concentration was significant only 5 h after the onset of O3 exposure (t2), where isoprene 

concentration decreased, compared to the control of unexposed fig trees (p = 0.01) (Figure S2 in 

supplementary file).

Effect of O3 exposure on VOCs concentration (Experiment 1)

This experiment highlighted the effects of O3 exposure and time of day on the variation in 

estimated concentrations of 16 VOCs out of 31 detected in the chamber. Significant decreases in the 

estimated concentrations of two terpenes ((E)-β-ocimene and germacrene D) were observed when the 

plants were subjected to 200 ppb O3 during 3h and/or 5h (p < 0.007) (Figure 3). Estimated 

concentrations of 2-ethyl-hexan-1-ol decreased significantly after 5h of O3 exposure (p = 0.03) when 

linalool tended to decrease significantly compared to "control" plants at t2 (p = 0.08). On the opposite 

to this decreasing effect, the estimated concentrations of three compounds, lavender lactone, 

2M2V5HT and the unknown compound 1, increased significantly when fig trees were exposed to 200 

ppb O3 during 3 and 5h (t1 and t2) (p < 0.03). One hour after ozone was stopped, the estimated 

concentrations were still significantly different between the treated plant and the control for lavender 

lactone (p = 0.01), 2M2V5HT (p = 0.03), 2-ethyl-hexan-1-ol (p = 0.02), oct-1-ene (p < 0.001) and 

germacrene D (p = 0.008). These results support an effect of high O3 exposure on the emission of these 

compounds by receptive figs.

Concentrations of some other compounds increased or decreased over time (from t0 to t3) 

independently of the O3 treatment of the plants (Figure 3). This sustains a variation in fig tree emissions 

over the course of the day. Interestingly, concentrations of attractive compounds for pollinating fig-

wasps do not vary significantly over the day (linalool: p > 0.31, furanoid cis-linalool oxide: p > 0.37, 

furanoid trans-linalool oxide: p > 0.47 and benzyl alcohol: p > 0.54).
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Effect of O3 exposure on VOCs proportion in the fig odor (Experiment 1)

The differential variation in estimated VOCs concentrations during O3 exposure has also an 

effect on the relative proportion of some compounds in the fig odour. The ozone treatment (0 ppb 

versus 200 ppb O3), time of day (t0, t1, t2 and t3) and their interaction explained 11% of their

variability. The random factor “pair of plants” explained 7.8% of this variation. The relative 

proportions of VOCs varied significantly between O3 treatments (permutation test: F1,115 = 3.89, p = 

0.001) and among times of day (permutation test: F3,115 = 2.83, p = 0.001) but the interaction of the 

two factors was not significant (permutation test: F3,115 = 1.74, p = 0.52). Moreover, the pairwise 

comparison of VOCs emission detected significant differences of relative proportions of VOCs emitted 

by fig trees between the morning (“control:t0” and “ozone:t0”) and the afternoon (“control:t1”, 

“control:t2” and “control:t3”) in the control groups (p < 0.01).

Moreover, on the Figure 4A these significant effects of ozone treatment and time of day on the 

relative proportions of VOCs were confirmed as samples from these different groups were clearly 

separated. Indeed, on the first component of the PCA (52% of the variation explained) samples 

collected when plants were subjected to O3 exposure during 3h and 5h were clearly separated from 

those collected in control chambers (“control:t0” to “control:t3”) and from the treated plants that were 

Figure 3. Variation index of VOCs amount as a proxy of VOCs concentrations according to ozone 

exposure (treatment effect, left, and time effect, right. Control VOCs samples from control fig trees are 
represented in strong rounded green line and VOCs samples from ozonated fig trees are represented in red 
dashed line with red triangles.
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no longer exposed to ozone (“ozone:t3”). On the second components of the PCA (25 % of the variation 

explained), the samples collected in mid-day were completely separated from those collected in the 

afternoon. The correlation circle of the constrained PCA (Figure 4B) highlights these effects on the 

proportion of individual compounds. Mostly germacrene D, (E)-β-ocimene, α-pinene proportions were

strongly associated with control plants and with exposed plants after one hour of recovery (“ozone:t3”). 

In contrast, trans-linalool oxide furanoid, lavender lactone, 2M2V5HT and the unknown compound 1 

were positively correlated with the first component, suggesting that their proportions were higher in 

plants subjected to 200 ppb of O3 during 3 and 5h (“ozone:t1” and “ozone:t2”). Moreover, benzyl 

alcohol, linalool oxides furanoid and pyranoid were positively correlated with the second component, 

indicating that their proportions were higher in odor bouquets of plants sampled in the mid-day, 

whereas aliphatic compounds were present in higher proportion in odor bouquets of same plants 

sampled in the afternoon. 

Interestingly, when only the VOCs attractive for pollinating fig-wasps were considered, neither 

O3 treatment (F1, 107 = 1.31, p = 0.28) nor time (F3, 107 = 1.09, p = 0.39) and interaction (F3, 107 = 0.84, 

p = 0.57) had a significant effect on their proportions in the total attractive blend.

Figure 4. Partial Redundancy Analysis (pRDA) of the relative proportions of fig tree VOCs in 

chambers as a function of treatment and time in experiment 1 (A) and the associated correlation 

circle (B). Red symbols on the score plot correspond to the odor bouquet of “ozone” fig trees, purple 
symbols correspond to that of “control” fig trees; and symbols indicate the time of the VOCs collection 
in the chambers (circle = t0, triangle = t1, square = t2, cross = t3). Groups with different letters next to the 
barycenters show statistically significant different chemical profiles (p < 0.05).
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Effect of increasing [O3] on fig VOCs in the atmosphere and consequences on the pollinator 

response to O3-induced changes in its attractive odor blend (experiment 2)

In this experiment, we characterized the odor blend exposed to different [O3] sent to the 

pollinator in the Y-tube olfactometers (Figure 5). In fact, the [O3] in the reactor had a significant effect 

on the variation of the relative proportions of VOCs (permutation test: F4,29 = 2.74, p = 0.001). Seven-

teen percent of the total variation of relative proportions of VOCs was explained by the [O3] in the 

reactor (40, 80, 120 and 200 ppb) (Figure 5). Forty-six percent of this variation was explained by the 

random factor (figs branches responsible of volatile emission). Here again, pairwise comparisons 

showed that the relative proportions of VOCs were significantly different between the non-ozonated 

VOCs (0 ppb) and all the ozonated VOCs, no matter the [O3] applied (p < 0.004). Among the 0 ppb

samples, the proportions of different VOCs were significantly different between all other [O3] (p < 

0.003). In fact, there were two groups i) the 40 ppb and ii) the 80 ppb, 120 ppb and 200 ppb with no 

significant difference among them (p > 0.12) (Figure 5).

Figure 5. Score plotof the constrained Principal Component Analysis from Partial Redundancy 

Analysis (pRDA) of the relative proportions of fig tree VOCs in the reactor as a function of [O3] in 

experiment 2 (A) and the associated correlation circle (B). A total of 86 % of the constrained variance was 
explained by the first and the second components of the PCA (64% and 22 % respectively). The effect of [O3] 
can be observed on the first component, where ozonated samples > 40 ppb are positively correlated with the 
first component. 2M2V5HT, lavender lactone and the unknown compound 1 are positively correlated with 
the first component. Their relative proportions were higher in the ozonated odor bouquets than in control ones. 
On the contrary, linalool and linalool oxides furanoid are negatively correlated with the first component, 
suggesting that their proportions were higher in the 0 ppb odor bouquet than in ozonated ones. Benzyl alcohol 
is positively correlated with the second component suggesting that its proportions were higher in 40 ppb 
ozonated scents. Green and red gradient from light to dark colours correspond respectively to 0, 40, 80, 120 
and 200 ppb of O3 exposure and symbols indicate whether the VOCs in the reactor were exposed to O3

(triangles) or not exposed (circles). Letters next to the barycenters show the significant differences between 
each group of odors (p < 0.05).
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Linalool was the major compound in the control samples (65.3 ± 10.6 % of the total emission) 

and in the ozonated samples for [O3] of 40 and 80 ppb but with a strong decrease (43 ± 11 % and 36.3 

± 11.1 % respectively). As in the previous experiment, new compounds dominated the blend for higher 

O3 exposure. At 120 ppb [O3], linalool was no longer the major compound in the total blend but instead 

the furanoid cis-linalool oxide (32.3 ± 14 %). At 200 ppb [O3], 2M2V5HT and lavender lactone were 

the major compounds with, respectively, a proportion of 22.5 ± 6.7 % and 22.2 ± 9 % in the total blend. 

As a result, for this elevated [O3], the proportion of linalool dropped to 8 ± 3.8 % in the total blend 

(see table S2).

When only the four VOCs attractive for fig-wasps were considered, [O3] had a significant effect 

on their respective proportions (F4, 27 = 2.18, p = 0.03) but this significant effect was mainly due to 

changes in the proportion of the linalool and the furanoid cis-linalool oxide at 120 ppb and 200 ppb O3

in the total attractive blend (Figure 7).

As direct exposure to O3 of the VOCs emitted by figs induced changes in their relative 

proportion in the blend, pollinating fig-wasps were no more able to recognize the plant signal and were 

no more attracted by ozone-treated-VOCs. Binomial tests revealed a significant preference of female 

wasps for the non-ozonated VOCs emitted by fig tree (N = 67, p = 0.03) but no significant preference 

for O3 only (N = 49, p = 1) (Figure 7). Similarly, as soon as the VOCs emitted by plants were ozonated, 

female wasps did not have preferences for any of the treated scent (40 ppb: N = 49, p = 1; 80 ppb: N 

= 51, p = 1; 120 ppb: N = 59, p = 0.3; 200 ppb: N = 51, p = 1).
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Characterisation of reaction rate coefficients of attractive VOCs with O3 (experiment 3)

After having highlighted the definite effect of O3 on the odors of the flowering fig tree, and 

especially on the VOCs attractive to the pollinator, the monitoring of the reactions between these 

molecules and O3 with the PTR-MS allowed to quantify their reaction time. This experiment confirmed 

the effects on concentrations and proportions such as (i) decrease of linalool and (ii) increase of 

furanoid cis-linalool oxide and benzyl alcohol when exposed to O3. Also, it highlighted the appearance 

of reaction products especially lavender lactone (Figure S4). Reaction rate coefficients were then 

calculated and listed in the table 1. Type of reaction and the differential reactivity of compounds 

explained the variation in the attractive compounds proportions

m/z Reaction rate coef. Type Literature mean value References

linalool 137 (3.16 ± 0.63) x 10-16 degradation (4.10 ± 1.0) x 10-16 Bernard et al. 2012
linalool oxides 111 (2.65 ± 1.07) x 10-15 production NA NA
benzyl alcohol 109 (6.50 ± 1.94) x 10-16 production < 2.00 x 10-19 Bernard et al. 2013
sesquiterpene 205 (8.33 ± 2.67) x 10-16 degradation (4.01 ± 0.17) x 10-16 Kourtchev et al. 2009
lavender lactone 127 (1.75 ± 0.76) x 10-15 production NA NA

Figure 7. Choice experiments (Y-tube olfactometer) performed on female pollinating fig-wasps (Blastophaga 

psenes) exposed to different fig (Ficus carica) odour blends, ozone-exposed or not. P = significativity of the two-
tailed exact binomial tests (NS means non-significant and * means p < 0.05). N = number of tested individuals. 
Concerning proportions of attractive VOCs different letters mean significant differences between proportions within 
one compound (contrasts, p < 0.05)

Table 1. Reaction rate coefficients of attractive compounds and of identified reaction products
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DISCUSSION

This study reveals important insights on the impact of high [O3] episodes on the flower’s 

chemical signal and on its consequences on the attraction of pollinator in a specialist interaction.

Linalool, furanoid linalool oxides and benzyl alcohol were the three compounds emitted by the 

figs in absence of O3 that were predominant in the odour bouquets in our experiments. These four 

compounds have been also identified as the major compounds in other studies on the odors emitted by

male fig trees in spring (Grison-Pigé et al. 2002; Soler et al. 2012). In our study, other identified 

compounds are likely to be VOCs emitted, to a lesser extent by figs, but also by leaves, even if leaves 

are almost absent in spring. There were no major differences in terms of composition between the odor 

control samples from the different experiments. The few differences might be due to the inter-

individual variation of the emitted VOCs and to the detection of these VOCs by our methods for 

chemical analysis. For example, trans-linalool oxide was clearly difficult to detect and quantify 

because of its very low concentration in the blend, which would explain some differences in control 

samples between experiments.

When the whole plant was exposed to high [O3], the results suggested that a short exposure to 

a high concentration of ozone was sufficient to observe a physiological response of the plant, namely, 

a decrease in stomatal conductance, i.e. a closure of the stomata. Other studies have shown a decrease 

in stomatal conductance during ozone exposure in other plant species (Reiling & Davison 1995, 

Morales et al. 2021). It has been proposed that a closure of the stomata would actually be a defense 

system against the oxidizing effects of O3, in particular, it would form a barrier in order to limit the 

uptake of ozone and consequently the formation of Reactive Oxygene Species (ROS) causing many 

problems in organisms as lipid peroxidation, protein oxidation, or cell death when the equilibrium 

between ROS and antioxidants is disturbed (reviewed in Tausz et al. 2007 and Iriti & Faoro, 2009). 

Hence, stomatal closure would be an oxidative stress avoidance mechanism adopted by fig trees in our 

experiment. Since isoprene is a compound that is produced by plants as a general rule to protect 

themselves against oxidative stress (Loreto 2001; Loreto & Velikova 2001), an increase in isoprene 

concentration in the chamber of ozonated fig trees was expected. However, here we observed a 

decrease in isoprene concentration 5h after the start of O3 treatment. The intraleaf isoprene 

concentration should have been also measured to better dissociate the effects of O3 on isoprene. At any 

rate, our observation rather supports the theory of chemical reaction between O3 and this compound in 

a gas phase (Karl et al., 2004).
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On the other hand, we found significant variation in the concentration of some VOCs within 

the day in the fig tree in absence of O3. To our knowledge, diurnal variation in emission of VOCs by 

fig tree has never been documented, but such rhythms in VOCs emission have already been shown in 

other plants (Zeng et al., 2017). Diurnal changes in abiotic conditions (e.g. light and temperature) or 

the internal emission rhythm (i.e. circadian rhythm) might cause for these samples of non-ozonated 

plants, a change in the concentration. But, concentrations of attractive VOCs did not vary during the 

day. It would be interesting to follow the emission of fig trees over several days, or even over a season, 

to see the variations in emissions and fill this knowledge gap. Technological advances in the field of 

chemical ecology would allow such monitoring, especially with the PTR-MS method (Hansel et al. 

1995; Lindinger et al. 1998).

In a more alarming way, this study highlighted significant variations of concentrations of some 

VOCs during a high [O3] episode (t1 and t2) and this reveal the possible effects of O3 on the emission 

of VOCs by plants and the reaction of the emitted VOCs with O3 in the atmosphere but did not allow 

us to rule on any of the effects. However, the results obtained for t3 (1h after O3 exposure) provide 

some answers. Actually, we observed contrasted effects depending on the compounds. Some VOCs 

concentrations were not different after the O3 exposure from the corresponding control fig trees (e.g. 

(E)-β-ocimene, linalool). For others compounds, their concentrations still decrease (germacrene D) or 

increase (lavender lactone, 2M2V5HT and unknown compound 1) significantly. This suggests that the 

exposure to O3 affected the emission of these VOCs (not involved in the attraction of the fig wasp) at 

the plant level or maybe that O3 were reacting with VOCs in the inter-cellular cavities during VOCs 

emission (Wedow et al. 2021). In our experiments, we did not observe an increase in monoterpene 

concentrations as expected in response to high [O3] plant exposure (Loreto et al. 2004) but actually a 

decrease in the concentration of the major terpenes ((E)-β-ocimene, germacrene D and linalool). 

Moreover, the significant variations of VOCs concentrations during the plant exposure to O3 (t1 and 

t2) did change the proportions of VOCs in the chemical signal but they remain the same 1h after the 

O3 exposure (t3). On the other hand, we observed the appearance and proportion increase of three new 

compounds from non-terpenoid family (lavender lactone, 2M2V5HT, and unknown compound 1) that 

could be compounds emitted by the plant to protect itself from oxidative stress or compounds resulting 

from the reaction of ozone directly with the VOCs emitted by fig tree (Atkinson & Arey, 2003).  In 

other studies, they found lavender lactone (or 5-ethenyldihydro-5-methyl-2(3H)-furanone) to be one 

of the main products coming from the reaction of linalool with O3 (Shu et al., 1997, Lee et al., 2006) 

as well as the 2M2V5HT (Shu et al., 1997). To definitely know if the effect of O3 on the plant was 
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rather on the emission of its VOCs or on the reaction with the VOCs in the chamber, we had a more 

reliable answer by studying the effects of O3 on VOCs only in a gas phase. 

When only the VOCs emitted by fig tree were ozonated, we observed exactly the same results 

as when the whole plant was exposed to O3, namely, a decrease in the proportions of terpenes including 

linalool, an increase in the the proportions of furanoid linalool oxides and an appearance of three 

compounds (lavender lactone, 2M2V5HT and unknown compound 1) in the chemical blend. We also 

noticed a drastic decrease in the proportions of sesquiterpenes. These results highlight that the direct 

effect of ozone on the VOCs in the atmosphere should be more important than the effect on the plant 

itself during an O3 episode. Regarding the attractive VOCs, [O3] had a significant effect on their 

proportions suggesting that proportions of attractive VOCs varied as soon as the VOCs were subjected 

to ozone at any concentration of O3 as low as 40 ppb, a concentration frequently observed in French 

Mediterranean in summer. The proportions of linalool decreased significantly under O3 exposure at 

the higher O3 concentration in our experiments (200 ppb) while the proportions of cis-linalool furanoid 

oxide increased quite rapidly (in the same time-range than linalool). 

For the first time, to our knowledge, the reaction rate coefficient of linalool oxide with O3 was

estimated in our study. In fact, we could not clearly distinguish furanoid cis-linalool oxide with trans-

linalool oxide in PTR-MS experiment but as the proportions of these two compounds were increasing 

under O3 exposure, we estimated one reaction rate coefficient for both (2.65 ± 1.07 x 10-15

cm3molecule-1s-1). For benzyl alcohol we found a relatively high reactivity with O3 (6.50 ± 1.94 x 10-

16 cm3molecule-1s-1) compared to another study that found a 10-19 range (Bernard et al., 2013). 

Concerning the apparent linalool reaction product, reaction rate coefficient of lavender lactone was 

also estimated for the first time (1.75 ± 0.76 x 10-15 cm3molecule-1s-1). These reaction coefficients show 

a high reactivity of pollinator attractive compounds to O3. These rapid and different types of reactions 

between compounds and O3 attest to the changes in the proportions of pollinator-attractive VOCs 

observed in this study.

These latter changes in the proportions of VOCs after ozone exposure thus inhibited the 

attraction of the fig wasps towards the receptive figs in our behavioural experiments. These confirmed 

previous work by Proffit et al. (2020), where changing the proportions of VOCs in the attractive scent 

completely inhibited the attraction of the fig tree pollinator. The question arises whether pollinators 

are able to detect the new compounds derived mainly from the degradation of linalool and whether 

these same compounds could act synergistically on the non-recognition of their host plant. 

Electroantennography experiments could be the beginning of an answer to this question. One could 

also expect that in such specific mutualism, the pollinator could develop a form of learning of the 
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attractive odor degraded by the O3 whose concentrations are expected to increase drastically under the 

RCP 8.5 scenario in the Mediterranean region (Sicard et al., 2017). But in fact specialist insects are 

not known to have developed some phenotypic plasticity like generalist insects with learning abilities 

(Jones & Agrawal, 2017). Moreover, fig wasps have a life cycle that would not really allow them to 

learn a different signal than the one they innately recognize. Indeed, they live only a few hours after

their emergence from their natal figs and once they penetrate a new receptive fig to lay eggs, they lose, 

most of the time, their wings as well as part of their antennas (Van Noort and Compton, 1996). This 

does not leave them with the possibility to learn a new smell nor to transmit it to their descendants.

However, additional studies could be conducted to measure the detection of reaction products by the 

antennae of the fig pollinator to understand the role that detected reaction products may have on insect 

attraction.

CONCLUSION

The current study gives a complete picture on the effect of O3 episodes on the integrity of the 

chemical signal emitted by a plant species to attract its pollinator. The results of the effects of the 

experimental simulation of a high [O3] on the the Mediterranean fig tree pointed out, despite a 

significant decrease in its stomatal conductance, a limitedly change in the VOCs immediately after the 

plant exposition. In contrary, we detected a major change in the proportions of the emitted VOCs 

attractive for the pollinator in the atmosphere from 40 ppb of O3 and consequently a significant 

alteration of the attraction of the specific pollinator when the VOCs only are O3-exposed. Therefore, 

current O3 episodes in the Mediterranean region are probably already affecting the chemical 

communication between the fig tree and its specific pollinator and consequently the reproduction of 

both partners.  Moreover, we can think that other plant-pollinator interactions can be equally impacted 

by modifications of plant signals linked to the increasing trend of [O3] since linalool is a compound 

frequently found in floral emissions. All these results highlight that current O3 concentrations will alter 

the chemical signal of flowers and inhibit the attraction of pollinators in a general way, posing a major 

problem in the functioning of ecosystems.
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SUPPLEMENTARY DATA

Figure S1. Mean stomatal conductance of fig trees before and after the O3

exposure of control fig trees (green) and ozonated fig trees (red). Different 
letters mean significant differences between stomatal conductance means (linear 
models, p < 0.03).

Figure S2. Mean concentration of isoprene ± SE according to the time of 

the day and the O3 exposure of plants (control in green and strong line, 

ozone in red and dashed line). Different letters mean significant differences 
between isoprene concentration means (linear models, p < 0.04).
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Table S1. Mean proportions of VOCs emitted by fig tree ; VOCs proportions ± SE according to O3 exposure and time of 

the day in experiment 1. 
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Table S2. Mean proportions of VOCs in the reactor; VOCs proportions ± SE according to [O3] in experiment 2. 
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Figure S3. Linalool fragment concentration depending on time. The orange curve represents 
the 3rd degree polynomial regression used to calculate the fitted concentration of the linalool in 
the reactor in presence of O3
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Figure S4. Linalool, linalool oxides, benzyl alcohol, sesquiterpene and lavender lactone fragments concentrations 

in the reactor ozonated to different [O3] according to time in experiment 3. Grey periods correspond to O3 exposure, 
white period correspond to control exposure (no O3 in the reactor) and coloured lines correspond to the concentration of 
the molecule fragments followed with the PTR-MS.
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Chapitre 5. Article 3 : Impact de fortes concentrations d’O3 sur

l’émission des COVs de la lavande vraie en conditions contrôlées

Malgré le rôle déterminant des COV émis par les inflorescences pour l'attraction des pollinisateurs, 

un nombre très limité d'études a examiné l'impact de fortes [O3] sur les COV floraux et sur leurs 

émissions par les plantes dans un contexte d’interaction plante-pollinisateur.

De la même façon que dans l’étude précédente, nous avons étudié l'effet d'épisodes de fortes 

concentrations d’O3 sur les COV émis par les inflorescences d'une autre plante méditerranéenne qui 

diffère du figuier par son système de pollinisation généraliste : la lavande vraie (Lavandula 

angustifolia Mill., Lamiaceae). 

Pour ce faire, en conditions contrôlées, nous avons exposé (i) la plante entière à une [O3] élevée

mais réaliste (200 ppb pendant 5 h) et (ii) uniquement les COVs émis par la lavande à différentes [O3] 
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croissantes. Nous avons échantillonné les COVs de la lavande dans les deux conditions et les avons 

analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée à de la spectrométrie de masse (GC-MS) afin 

de qualifier et de quantifier les émissions de la lavande en fleur et la réaction des COVs avec l'O3 dans 

l'atmosphère.

Les résultats montrent que l'exposition à une forte concentration d’O3 pendant une courte période 

(5 h) n'a pas affecté l'émission des COVs floraux par les plants de lavande. Par ailleurs, nous montrons 

pour la première fois que le signal chimique floral varie en quantité et en proportion au cours de la 

journée. La deuxième expérience a montré qu'après leur émission par la plante, la composition des 

COVs change quantitativement et qualitativement dans une atmosphère chargée en O3. Les quantités 

de plusieurs des principaux terpènes émis par la lavande diminuent drastiquement pendant l'exposition 

à l'O3, tandis que les concentrations de certains COV augmentent, comme des carbonyles et des acides 

carboxyliques, qui sont probablement des produits de réaction des terpènes avec l'O3. L'exposition à 

une forte teneur en [O3] a donc directement affecté les proportions de COV dans l'atmosphère. Étant 

donné que les pollinisateurs utilisent généralement un mélange de COV dans des proportions 

particulières comme signal pour localiser les fleurs, les nombreux pollinisateurs de la lavande 

pourraient avoir des difficultés à reconnaître des odeurs florales spécifiques lors des épisodes d’O3

fréquents et sévères dans la région méditerranéenne. 
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Among air pollutants, tropospheric ozone (O3) is one of the most stressful for organisms

due to its strong oxidative potential. For instance, high ozone concentration ([O3]) has

the potential to affect (i) the emission of volatile organic compounds (VOCs) by plants

and (ii) the lifetime of these VOCs in the atmosphere, and consequently disturb crucial

signals in the interactions between plants and other organisms. However, despite the

determinant role of VOCs emitted by flowers for pollinator attraction, a very limited

number of studies have investigated the impact of O3 on floral VOCs. In this study,

we investigated the effect of high [O3] episodes on the VOCs emitted by a flowering

Mediterranean plant: the true lavender (Lavandula angustifolia Mill., Lamiaceae). To do

so, in controlled conditions, we exposed (i) the entire plant to high but realistic [O3]

(200 ppb for 5 h) and (ii) only the VOCs emitted by lavender to increasing [O3] (0,

40, 80, 120, and 200 ppb). We sampled VOCs of lavender in both conditions and

analyzed them by Gas Chromatography-Mass Spectrometry in order to qualify and

quantify the flowering lavender’s emissions and the reaction of VOCs with O3 in the

atmosphere. Our results showed that exposure to high [O3] during a short period (5 h)

did not affect the emission of VOCs by flowering lavender. Incidentally, we also showed

that the chemical signal varied in quantities and proportions over the day. Moreover,

we showed that after their emission by the plant, composition of the VOCs changed

quantitatively and qualitatively in an atmosphere containing [O3] naturally observed

nowadays. Quantities of several of the major terpenes emitted by lavender decreased

drastically during O3 exposure, whereas concentrations of some VOCs increased, such

as carbonyls and carboxylic acids, which are probably reaction products of terpenes

with O3. Exposure to high [O3] thus directly affected the proportions of VOCs in the
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atmosphere. Because pollinators generally use a blend of VOCs in particular proportions

as a signal to localize flowers, the numerous pollinators of lavender may experience

difficulty in recognizing specific floral odors during frequent and moderate [O3] episodes

in the Mediterranean region.

Keywords: VOCs, flowers, ozone, pollution, lavender, Mediterranean ecosystems

INTRODUCTION

Since the beginning of the industrial era, anthropic activities
have impacted ecosystems and their functioning (Barnosky et al.,
2012). The main consequences are habitat fragmentation, climate
change and the pollution of soils, water, and the atmosphere.
Atmospheric pollution consists in increased concentrations of
primary pollutants, such as carbon dioxide or nitrogen oxides
(NOx), released mainly by industry and agriculture. These
pollutants are involved in complex chemical reactions in the
troposphere that lead to the formation of secondary pollutants
(Jenkin and Clemitshaw, 2000). Among these, tropospheric
ozone (O3) is one of the most important pollutants in terms of its
contribution to global warming (Sicard et al., 2017; Yeung et al.,
2019). Ozone is formed by the reaction between UV light and
NOx, the latter generally released by human activities in cities, but
O3 tends to accumulate in the countryside, because of complex
processes involving wind, altitude and NOx concentration. Thus,
ozone concentration ([O3]) varies in space and, as its formation
is correlated with UV light, it also varies in time, with [O3] being
generally highest during mid-day in summer (Cape, 2008; Sicard
et al., 2017; Young et al., 2018). Currently, in many Northern-
hemisphere countries, the mean daily [O3] reaches a minimum of
40 parts per billion (ppb) with numerous O3 pollution episodes
during summer. Between 1900 and 2000, the mean [O3] already
increased by 30 ppb in the Northern hemisphere (Vingarzan,
2004; Ashmore, 2005) and some atmospheric chemistry models
predict a further increase of about 5 ppb on average at the
horizon of 2050 considering changes in climate with no control
on the precursors source (Fowler et al., 2008). Due to its strong
oxidative potential, O3 is very stressful for organisms and causes
damage to human health, notably respiratory problems (Gryparis
et al., 2004; Nuvolone et al., 2018). In plants, physiological
injuries have been reported, such as leaf lesions (Long and Naidu,
2002), but also decreased vegetative growth and reproductive
output (Black et al., 2007), or the inhibition of activities of
PEPc and Rubisco carboxylases and of photosynthetic pigments
(chlorophylls a and b) (Leitao et al., 2007). As a consequence,
European directives (Directive 2008/50/EC, 2008 of the European
parliament and of the council of 21 May 2008 on ambient air
quality and cleaner air for Europe) have set an alert threshold
of 120 ppb of exposure to O3 over 1 h for human health,
beyond which emergency sanitary measures must be taken. For
plants, the target value is set to 18,000 µg m−3 h−1 (900 ppb)
of AOT40 (Accumulated Ozone over a Threshold of 40 ppb
between 8:00 and 20:00 from April to August) in order to
prevent physical and physiological injuries. Surprisingly, these
thresholds do not take into account the effect of O3 on other
characteristics of plants, such as the emission of volatile organic

compounds (VOCs). However, VOCs are the foundation of
plants’ chemical communication with their environment. For
instance, plants produce them to communicate with other plants
(Ueda et al., 2012), to protect themselves against pathogens,
to repel herbivores and also to attract pollinators, which are
crucial for plant reproduction (Dudareva et al., 2013; Abbas
et al., 2017). Several studies have investigated the effect of O3

on the emission of VOCs by vegetative parts of plants (see
reviews by Yuan et al., 2009; Holopainen and Gershenzon, 2010;
Loreto and Schnitzler, 2010). These studies hypothesize that O3

exposure induces emission of terpenes by leaves (to an extent
varying among species) because their high antioxidant potential
could protect the plants from oxidative stress (Peñuelas and
Staudt, 2010; Pinto et al., 2010; Bourtsoukidis et al., 2012). In
addition, studies have been conducted on the effect of O3 on
the lifetime of VOCs in the atmosphere (Atkinson and Arey,
2003a,b) and on the attraction of associated herbivorous insects
(Fuentes et al., 2013; Li et al., 2016). Compared to plant-herbivore
interactions, studies of the effect of O3 on signal recognition in
plant-pollinator interactions are limited.

Only in the last 10 years have investigations been conducted
on the impact of O3 on the emission of floral VOCs and on
their lifetime in the atmosphere. However, flowers are well-
known to emit VOCs to attract pollinators and ensure the plant’s
reproduction, and their VOCs play a major role in structuring
plant-pollinator interactions (Raguso, 2008b; Dudareva et al.,
2013; Burkle and Runyon, 2019; Kantsa et al., 2019). In fact,
as for the vegetative parts of the plant, exposure to increased
O3 levels could modify the emission of some floral VOCs
(Saunier and Blande, 2019) and/or reduce the lifetime of VOCs
in the atmosphere, including those attractive to pollinators
(McFrederick et al., 2009; Farré-Armengol et al., 2016). Because
reaction time of the different VOCs with O3 is extremely variable
(Atkinson and Arey, 2003a), during periods with elevated O3

levels significant changes in the proportions of VOCs are
expected as soon as VOCs are emitted in the atmosphere. As the
proportions of VOCs are crucial for the specific recognition of the
floral chemical signal by pollinators (Raguso, 2008a; Proffit et al.,
2020), these changes can reduce pollinator attraction to their host
plants (Farré-Armengol et al., 2016). McFrederick et al. (2008)
and Fuentes et al. (2016) showed by modeling under different
scenarios of O3 pollution that the scent plume downwind of floral
sources could be degraded and as a result increase honeybee
foraging time. More recently, an experimental study conducted
in the field reported a reduction in the number of pollinating
insects of several families and their rate of flower visits in an
environment enriched in O3 (90 ppb < [O3] < 120 ppb) (Ryalls
et al., 2022). Authors of this study concluded that these changes
were caused by the reactions of floral VOCs with O3 resulting in
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an alteration of the pollinators’ perceptions of the chemical signal
emitted by the plants.

In the Mediterranean region, background [O3] is high and
O3 episodes, i.e., short periods with high [O3], are frequent in
summer due to high levels of both sunlight and human activities.
For instance, in summer 2003 in the French Mediterranean
region, a peak of 200 ppb O3 was registered (Vautard et al., 2005).
Several Mediterranean flowering plants bloom during this same
period. For instance, the true lavender (Lavandula angustifolia
Mill.) is omnipresent in Mediterranean landscapes and flowers
from the beginning of June to the end of July, depending on
the altitude. It is a nectariferous plant that attracts a large
number of pollinators and associated insects (e.g., predators)
(Benachour, 2017). The censuses that we carried out on various
fields of cultivated lavender show up to 140 different species of
arthropods, including numerous species of bumblebees, solitary
bees, butterflies, honeybees and Diptera (Nicolè, pers. comm.)
(Li et al., 2019). It grows as a wild species but is also widely
cultivated for its essential oil and for the production of honey by
beekeepers (Barbier, 1963), creating a real olfactory landscape in
Provence (McGregor, 1976). Moreover, behavioral experiments
in controlled conditions, showed that essential oil extracts of
L. angustifolia can act as plant signals, for example by significantly
attracting honeybees (Apis mellifera) or repelling other insects
(Li et al., 2019; Ganassi et al., 2020). The VOCs emitted by
L. angustifolia inflorescences are well-known and include 50–90
molecules, mostly terpenes, dominated by linalyl acetate, linalool,
1,8-cineole, camphor, and borneol (Li et al., 2019; Stierlin et al.,
2020; Héral et al., 2021). The reaction constants of some of these
VOCs with O3 have already been described, e.g., linalool 1,8-
cineole or camphor (Atkinson and Arey, 2003b). The results
of these studies strongly suggest that during O3 episodes, the
VOCs emitted from flowering lavender should react at different
speed with O3, reducing differently their concentration, thereby
affecting their relative proportions.

In this study we aimed to test to what extent exposure to
high but realistic O3 levels can alter (i) lavender emissions of
VOCs and (ii) the concentration and proportions of lavender
VOCs once they are emitted in the atmosphere. To do so, in
order to simulate a high [O3] episode in controlled conditions, we
exposed flowering lavenders to 200 ppb for 5 h, collected VOCs
surrounding the plant by dynamic headspace, and analyzed them
by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). In order
to characterize the effect of O3 on the VOCs themselves, we
isolated lavender VOCs in a reactor, exposed them to different
[O3] (0, 40, 80, 120, and 200 ppb) for 30 min, collected the blend
of VOCs in the reactor and analyzed them by GC-MS.

MATERIALS AND METHODS

Study System
The true lavender, Lavandula angustifolia Miller (Lamiaceae),
is a plant from the Mediterranean region (Upson et al., 2004;
Passalacqua et al., 2017). Here we used clones of L. angustifolia
cv. “Diva” from the Centre Régionalisé Interprofessionnel
d’Expérimentation en Plantes à Parfum, Aromatiques et

Médicinales (CRIEPPAM, Manosque, France). One-year-old
plants were grown outdoors in individual pots in an NPK
(nitrogen, phosphorus, potassium) 15 :15 :15 soil, from July
2018 at the Terrain d’Expériences, a technical platform of the
Laboratoire d’Expertises Centre Méditerranéen Environnement
et Biodiversité (LabEx CeMEB) located at the Centre d’Écologie
Fonctionnelle et Évolutive (CEFE, Montpellier, France). In June
2020, we exposed 3-year-old plants to high O3 levels (experiment
1) and in June 2021, we used 4-year-old plants to expose only
the VOCs to different O3 levels (experiment 2). The emissions
of controlled plants were compared and proved to be similar
between 3− and 4-year-old plants. In each experiment we used
plants at the same flowering stage, when at least half of the
flowers in the inflorescences were open.

Experiment 1: Volatile Organic
Compounds Sampling of Flowering
Lavender Exposed to High O3 Level
Lavender plants were exposed to O3 in greenhouses at the Terrain
d’Expériences in which the temperature was controlled and fixed
at 25◦C in the day and 15◦C during the night under natural light
conditions (15 h/9 h day/night periods).

In order to expose the entire flowering plant to O3 and
monitor the VOCs, a dynamic enclosure system was designed.
Plants were individually enclosed in a 42 L inert and odorless
PTFE (polytetrafluoroethylene) frame closed by a 50 µm thick
PTFE film (Figure 1A). Air was pushed using a PTFE pump
(KNF, N816.1.2K.18 R©, Germany) through a charcoal filter into
the chambers at 6 L min−1. A PTFE fan ensured air mixing
in the chambers. Air flow rates were controlled by flowmeters
and all tubing lines were made of PTFE. Plants were bagged
at least 12 h before the treatment phase to allow plants to
acclimate to the enclosure. Exposure was always conducted on
pairs of plants: the first plant was exposed to 0 ppb O3 and
represented the control and the other plant was maintained at
200 ppb O3 using an O3 generator-analyzer (UV photometric
Ozone Analyser with a generator option, Model 49i, Thermo
Fisher Scientific, Franklin, MA, United States) for 5 h between
10:00 and 15:00, corresponding to the time of greatest pollinator
activity in the fields (Nicolè, pers. comm.). For both plants,
VOCs contained in the chambers were collected four times: (t0)
before starting to ozonate the treated plant (0 ppb of O3 in both
chambers); (t1) 3 h after the beginning of generation of O3 for
the ozonated plant; (t2) 5 h after the beginning of generation of
O3 for the ozonated plant; and (t3) between 30 min and 1 h after
O3 generation was stopped (Figure 1B). VOCs were collected by
pushing the air out of the chambers at 200 mL min−1 through
an adsorbent steel cartridge acting as VOCs trap filled with
40 mg of Carbotrap and 80 mg of Tenax phases (Sigma-Aldrich,
Munich, Germany). We collected VOCs of each plant of the
pair for 10 min following the same protocol. In addition, before
introducing the plant into the chambers, to assess background
scent level in the chambers, we collected, using the same method,
blank samples, i.e., samples of air within empty chambers. Indeed,
in semi-controlled experiments with whole plants, despite the fact
that the air injected into the sampling chambers is purified with
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FIGURE 1 | Schematic diagram of (A) the experimental set-up and (B) timeline used for flowering lavender exposure to high O3 level in experiment 1. Control

lavender plants, represented by the purple color in the figure, were exposed to 0 ppb O3 during the entire experiment. Treated lavender plants, represented by the

red color in the figure, were exposed to 200 ppb of O3 from t1 to t2 (red pot). After t2, O3 generation was stopped and 30 min to 1 h later the VOCs were collected

in the chamber. t times correspond to collections of VOCs through adsorbent cartridges during 10 min (gray bars in panel A) in the two chambers.

activated charcoal, exogenous compounds, which are considered
as contaminants, are always present in the samples, and therefore
must be removed from the plant samples (see methods in
Palmqvist et al., 2021; Rupp et al., 2021). At the end of each
O3 exposure in the first experiment, inflorescences and leaves
were cut from the plant and placed for 4 days at 40◦C in an
oven to measure the dry biomass. Ten pairs of plants were used,
representing 20 individuals in total for this first experiment.

Experiment 2: Sampling of Flowering
Lavender Volatile Organic Compounds
Exposed to Different [O3]
In order to evaluate the effect of O3 exposure on VOCs only,
after their emission by the plant, we sequentially but randomly
exposed lavender VOCs to 40, 80, 120, or 200 ppb of O3

(Figure 2A). Based on the results of experiment 1, experiments
were conducted between 11:00 and 18:00 because variations of
VOC estimated concentrations and proportions over time were
limited during this period (see results section “Experiment 1:
Effects of Exposure to High O3 Level on the Emission of VOCs by
Flowering Lavender”). The same device described in experiment
1 was used to enclose the flowering lavender plant. This time,
the set-up was installed in a room where the temperature
(26.36 ± 0.041◦C) and light were controlled (artificial light
400–700 nm SpectraBulb, LED E27, FloraLed, France) to better

characterize the effect of O3 on lavender VOCs and avoid
temperature- and light-related odor variations. Air purified by a
charcoal filter was pushed into the chamber at 2 L min−1. The
air charged with VOCs present in the chamber was sent into a
glass reactor of 2 L (Hei-Vap Core model, Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Regensburg, Germany) at a flow rate of
400 mL min−1 using the same O3 generator/analyzer as in the
experiment 1 that analyzed at 1.4 L min−1 the [O3] at the outlet
of the reactor (Figure 2A). This very same device generated 40,
80, 120, and 200 ppb at a flow rate of 1.8 L min−1 at the inlet of
the reactor. Respectively, 20, 50, 80, and 110 ppb were measured
at the outlet of the reactor by a second O3 analyser (Model 106-L
Ozone monitor, 2B Technologies, Boulder, CO, United States) at
850 mL min−1 (Figure 2A). The difference in [O3] between the
inlet and the outlet of the reactor confirmed that O3 was reacting
with VOCs in the reactor (loss of ∼50% of the [O3], but a loss of
only ∼25% when only O3 was present in the reactor).

Each O3 phase lasted 30 min and was always preceded by a
control exposure phase of 30 min (0 ppb of O3 in the reactor,
Figure 2B). Plants were bagged at least 4 h before the treatment
phase. VOCs in the reactor were collected for 10 min using the
adsorbent traps containing Carbotrap/Tenax and analyzed by
GC-MS for control (20 samples) and O3 conditions (20 samples:
N = 5 per [O3] > 0 ppb). This experiment was conducted over 5
days with a different lavender plant every day (N = 5 plants for
this second experiment). Each day, plant VOCs were exposed to
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FIGURE 2 | Schematic diagram of (A) the experimental set-up presenting the exposure of flowering lavender volatile organic compounds (VOCs) to different [O3]

and (B) timeline of the exposure for experiment 2. We present the temporal scheme showing the 4-hour control period at the beginning followed by alternating

ozone periods (red) and control periods (purple). Each period was 30 min and VOC samples were collected through adsorbent cartridges (gray bars in panel A) at

the end of each period during 10 min (including controls and ozone exposure).

the five [O3] and the order of the different concentrations used
was randomized among the days.

Chemical Analyses
All chemical analyses were performed at the Plateforme
d’Analyses Chimiques en Ecologie (PACE technical platform of
the Labex CeMEB).

Analyses by GC-MS were conducted using the method
detailed in Proffit et al. (2020). A gas chromatograph (GC,
Trace 1310, Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy) coupled to a
mass spectrometer (ISQ QD Single Quadrupole, Thermo Fisher
Scientific, Milan, Italy) was used with an Optima 5-MS capillary
column (30 m, 0.25 mm ID, 0.25 µm film thickness, Machery-
Nagel, Düren, Germany). Adsorbent traps were handled with
a Multi Purpose Sampler (Gerstell, Mülheim, Germany) and
desorbed with a double stage desorption system, composed of a
Thermal Desorption Unit (TDU) and a Cold Injection System
(CIS) (Gerstell, Mülheim, Germany). First, the injector was
splitless with a temperature of 250◦C on the CIS trap cooled
at −80◦C by liquid nitrogen. Then, the CIS trap was heated
to 250◦C with a 1:4 split ratio to inject the compounds into
the column. We used helium at 1 mL min−1 as a carrier gas.
Oven temperature was held at 40◦C for 3 min, increased from
40 to 220◦C at a rate of 5◦C min−1 and from 220 to 250◦C
at 10◦C min−1, and finally held for 2 min at 250◦C. The
temperatures of the transfer line and the ion source of the mass

spectrometer were 250 and 200◦C, respectively. The acquisition
was at 70 eV ionization energy, from 38 to 350 m/z. XcaliburTM

266 software (Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy) was used for
data processing. Retention times of a series of n-alkanes (Alkanes
standard solution, Sigma Aldrich, Munich, Germany) were used
to convert retention times into retention indices. Compounds
were then identified based on matching of the mass spectra using
Total Ion Current mass chromatogram (TIC) with a database
(NIST 2007 MS library, Wiley 9th edition), and on confirmation
by comparison of calculated retention index (RI) with the Adams
(2007) library and, for some VOCs, with matching of their mass
spectra and retention time with those of synthetic compounds
using the same analytic method. Volatiles detected only in the
empty chamber or reactor (blank controls) were considered
contaminants and were removed from the samples.

In order to evaluate the concentrations of the different
VOCs, peak areas of VOCs were integrated using TIC and
calibration factors were calculated with the same spectral method.
To do so, we prepared a stock solution in dichloromethane
(Pestinorm, >99.8%) of four major VOCs of lavender, each of
them at a mean concentration of 9.66 ± 0.8 µg/µL: linalyl
acetate (Sigma-Aldrich, Analytical standard), camphor (Fluka,
>99%), 1,8-cineole (Sigma-Aldrich, ∼99%) and linalool (Fluka,
>99%). In order to have calibration in the concentration
range of the VOCs detected in lavender samples, dilutions of
1:1,000, 1:400, and 1:200 of this stock solution were prepared in
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dichloromethane. For each of the solutions, 1 µL was injected
in the adsorbent trap, with three replicates per solution, and
analyzed by GC-MS using the same method as for the lavender
samples. Calibration factors were obtained for each VOC using
the slope of the regression between their peak area (integrated
from TIC) and their concentration in the three replicates of the
four dilutions, setting the intercept to zero. Because we do not
have a reference standard for all VOCs of the lavender samples
and we do not have clear expectations about which ones represent
a signal for interacting species, we used the mean calibration
factor of these four compounds to estimate the concentrations of
all compounds present in our samples.

For experiment 1, estimated concentration (ng/min/g of dry
biomass) of each VOC was calculated. For experiment 2, in order
to evaluate the quantitative variation of the different VOCs after
O3 exposure compared to the corresponding control (0 ppb) we
calculated a relative index of variation following the formula:

Variation index of VOC[O3]i

=
(area of VOC[O3]i + 1) − (area of VOC[O3]0 + 1)

(

area of VOC[O3]i + 1
)

+ (area of VOC[O3]0 + 1)

“area of VOC[O3]i” stands for the peak area of a given compound
at a given [O3] i (i: from 0 to 200 ppb), “area of VOC[O3]0”
stands for the peak area of a given compound in the sample of the
corresponding control (0 ppb of O3). The variation index varied
between −1 and 1.

Statistical Analyses
All the data visualization and analyses were performed in R (v.
3.6.2; R Development Core Team)1 and required the following
packages: ade4 (Thioulouse et al., 2018), car (Fox and Weisberg,
2019), vegan (Oksanen et al., 2020), mixOmics (Rohart et al.,
2017), Hotelling (Curran, 2018), RVAideMemoire (Hervé, 2021),
nlme (Pinheiro et al., 2021), contrast (O’Callaghan et al., 2020),
and corrplot (Wei and Simko, 2021).

Experiment 1: Effects of Exposure to High O3 Level

on the Emission of Volatile Organic Compounds by

Flowering Lavender

Estimated concentrations (ng/min/g of dry biomass) and relative
proportions in the total bouquet of each compound were
calculated and set into two distinct data tables.

To assess the effect of O3 on the concentration of each
compound, but also on the total estimated concentration of all
VOCs, we fitted linear mixed models on their log-transformed
quantity with treatment (control or ozone), time (t0, t1, t2,
and t3) and their interaction as fixed factors and the pair of
plants as random factor. Analyses of deviance allowed testing
the significance of effects of these factors on concentration of
each VOC. Then, pairwise comparisons were made between
modalities of the factors using contrasts.

If significant variations of VOC estimated concentrations were
detected between the control and treated plants, we also evaluated
the effect of O3 on the total estimated concentration of VOCs

1http://www.R-project.org

of lavender plants with a linear model with treatment, time
and their interaction as fixed factors and the pair of plants as
random factor. Data were log-transformed prior to the analysis
to normalize the distribution of the residuals. An analysis of
deviance was used in order to test the significance of effects
of these factors on the plants’ total emission. Then, contrasts
were conducted between modalities of the factors to reveal
true differences.

In addition, variations in the relative proportions of VOCs in
the overall odor bouquet were tested using partial redundancy
analyses (pRDA) (Hervé et al., 2018). This multivariate analysis
consisted of two steps. Firstly, a multivariate linear regression
on the relative proportions of VOCs with treatment, time
and their interaction, was performed with pair of plants as a
random factor. Secondly, a constrained Principal Component
Analysis (PCA) on the fitted values of the regression model
was conducted in order to evaluate the variation in the
relative proportions of VOCs that was explained by the
two factors and their interaction. In addition, a permutation
test was performed to assess the significance of the effects
of the fixed factors. Finally, pairwise comparisons were
conducted between the modalities of the factors and p-values
were adjusted with the “false discovery rate” (fdr) method
(Benjamini and Hochberg, 1995).

Experiment 2: Effects of Different [O3] on Flowering

Lavender Volatile Organic Compounds

To assess the effect of [O3] (0, 40, 80, 120, and 200 ppb)
on the variation index of each compound, we fitted linear
models with [O3] as fixed factor and the plant as random
factor. An analysis of deviance was conducted to test the
significance of the effect of [O3] on the variation index. Then,
pairwise comparisons were made between modalities of this
factor using contrast.

In order to highlight possible relationships between the
different VOCs in terms of degradation-formation with O3, we
performed a correlation matrix between each pair of compounds
based on Pearson’s correlation test with scaled peak areas of
VOCs ozonated at all [O3].

The effect of [O3] on the relative proportions of VOCs in
the reactor was tested using a pRDA, with plants as a random
factor. A permutation test was performed to assess the global
effect of [O3] but also pairwise comparisons between modalities
of the factor; p-values were adjusted with the “fdr” method
(Benjamini and Hochberg, 1995).

RESULTS

Experiment 1: Effects of Exposure to
High O3 Level on the Emission of Volatile
Organic Compounds by Flowering
Lavender
In the volatile emission of flowering lavender, we detected
a total of 34 VOCs, seven of which were present only as
traces (see Table 1 and Supplementary Figure 1). As expected,
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TABLE 1 | Effects of the O3 treatment and time on the estimated concentrations of the different VOCs detected in experiment 1. For each modality of the different factors, see Figure 1.

Ozone treatment

Control N=10 Ozone N=10 Results of the linear models

Compounds CalcRI LitRI t0 t1 t2 t3 t0 t1 t2 t3 Treatment Time Treatment * Time

df = 1 df = 3 df = 3

Monoterpenes x2 p x2 p x2 p

α-thujene 933 924 trace trace trace trace trace trace trace trace

α-pinene* 940 932 1.54 ± 0.50a 0.55 ± 0.14b 0.51 ± 0.10b 0.63 ± 0.16b 1.03 ± 0.11a 0.47 ± 0.17bc 0.13 ± 0.04c 0.57 ± 0.15b 3.77 0.05 34.21 <0.001 2.30 0.51

Camphene 946 946 0.67 ± 0.48 0.08 ± 0.08 0.32 ± 0.20 0.41 ± 0.23 0.05 ± 0.04 0.49 ± 0.49 0.06 ± 0.06 0.17 ± 0.07 1.82 0.18 0.78 0.85 3.18 0.37

Sabinene 979 969 trace trace trace trace trace trace trace trace trace

Myrcene 995 988 0.62 ± 0.27 0.74 ± 0.40 1.08 ± 0.33 0.94 ± 0.41 0.98 ± 0.76 2.19 ± 1.94 0.33 ± 0.17 0.78 ± 0.30 0.50 0.48 0.39 0.94 1.67 0.64

p-cymene 1024 1020 0.12 ± 0.03a 0.24 ± 0.06ab 0.40 ± 0.09b 0.49 ± 0.12b 0.22 ± 0.12a 0.27 ± 0.12a 0.30 ± 0.13a 0.37 ± 0.11a 0.37 0.54 10.27 0.02 2.17 0.54

o-cymene 1027 1022 2.60 ± 1.70 0.87 ± 0.26 1.18 ± 0.30 1.41 ± 0.36 1.05 ± 0.42 1.04 ± 0.34 0.99 ± 0.36 1.16 ± 0.35 0.86 0.35 1.18 0.76 0.77 0.86

Limonene* 1035 1024 19.42 ± 15.29 2.32 ± 1.62 0.60 ± 0.39 0.34 ± 0.23 4.39 ± 2.16 1.84 ± 1.39 1.84 ± 0.99 1.51 ± 1.02 0.26 0.61 4.89 0.18 0.50 0.92

1,8-cineole* 1035 1026 0.26 ± 0.19 0.93 ± 0.54 1.58 ± 0.95 1.96 ± 1.01 0.05 ± 0.05 2.72 ± 2.72 0.56 ± 0.43 0.96 ± 0.53 2.56 0.11 7.01 0.07 0.71 0.87

(Z)-β-ocimene 1041 1032 0.18 ± 0.06a 0.27 ± 0.11a 0.71 ± 0.18b 0.76 ± 0.11b 0.41 ± 0.18a 0.12 ± 0.12ac 0.03 ± 0.03c 0.65 ± 0.22a 8.22 0.004 25.37 <0.001 16.92 <0.001

(E)-β-ocimene 1051 1044 0.32 ± 0.10a 0.58 ± 0.26ac 1.36 ± 0.39b 1.33 ± 0.25b 0.81 ± 0.35a 0.19 ± 0.19c 0.03 ± 0.03c 1.78 ± 0.76b 5.85 0.02 26.76 <0.001 18.97 <0.001

Linalool* 1106 1095 0.51 ± 0.14a 0.41 ± 0.12a 0.8 ± 0.19a 0.81 ± 0.14a 0.6 ± 0.18a 0.46 ± 0.26ab 0.09 ± 0.05b 1.14 ± 0.43a 2.35 0.13 12.56 0.006 9.72 0.02

Allo-ocimene 1137 1128 0.06 ± 0.04 0.15 ± 0.12 0.27 ± 0.12 0.16 ± 0.07 0.07 ± 0.05 0.25 ± 0.19 0.22 ± 0.17 0.09 ± 0.06 0.12 0.73 2.39 0.50 0.78 0.85

Camphor* 1151 1141 2.95 ± 2.63 0.98 ± 0.61 1.08 ± 0.91 1.54 ± 0.93 0.35 ± 0.18 0.19 ± 0.1 0.69 ± 0.62 0.86 ± 0.67 3.04 0.08 1.30 0.73 0.25 0.97

Borneol 1175 1165 0.91 ± 0.34 0.54 ± 0.12 0.59 ± 0.10 0.63 ± 0.12 0.69 ± 0.24 1.81 ± 1.23 0.61 ± 0.15 1.32 ± 0.55 1.03 0.31 1.28 0.73 2.57 0.46

Terpinen-4-ol 1185 1174 2.61 ± 2.49 0.08 ± 0.03 0.11 ± 0.04 0.12 ± 0.03 0.26 ± 0.15 0.08 ± 0.04 0.03 ± 0.02 0.17 ± 0.07 0.68 0.41 5.26 0.15 1.52 0.68

Linalyl acetate* 1260 1254 1.66 ± 0.43a 2.70 ± 0.93ab 3.38 ± 0.98ab 3.29 ± 0.65b 3.02 ± 1.52a 1.41 ± 0.97c 0.29 ± 0.18c 3.77 ± 1.34a 12.16 <0.001 15.56 0.001 21.07 <0.001

Lavandulyl acetate 1278 1288 trace trace trace trace trace trace trace trace

Bornyl acetate 1278 1287 trace trace trace trace trace trace trace trace

Sesquiterpenes

α-santalene* 1433 1416 0.10 ± 0.03a 0.18 ± 0.04ab 0.25 ± 0.06ab 0.32 ± 0.07b 0.26 ± 0.10a 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00c 0.30 ± 0.10a 5.35 0.02 18.78 <0.001 17.59 <0.001

(E)-β-caryophyllene* 1435 1417 0.33 ± 0.07a 1.09 ± 0.71a 0.54 ± 0.15a 0.64 ± 0.12a 0.48 ± 0.16a 0.00 ± 0.00b 0.00 ± 0.00b 0.44 ± 0.19a 14.14 <0.001 4.92 0.18 11.61 <0.001

Aliphatics

(Z)-hex-3-enyl acetate 1010 1004 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.03 ± 0.02 0.005 ± 0.001 0.14 ± 0.13 0.03 ± 0.02 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.00 1.27 0.26 2.04 0.56 3.14 0.37

2-ethylhexanol 1034 1035 3.25 ± 3.05 0.37 ± 0.25 0.07 ± 0.03 0.15 ± 0.11 0.68 ± 0.62 0.42 ± 0.30 0.68 ± 0.53 0.05 ± 0.04 0.008 0.93 2.93 0.40 1.92 0.59

Nonanal* 1108 1104 0.31 ± 0.23 0.06 ± 0.03 0.07 ± 0.03 0.08 ± 0.03 0.13 ± 0.23 0.05 ± 0.03 0.06 ± 0.03 0.08 ± 0.04 0.50 0.48 4.54 0.21 0.93 0.82

Oct-1-en-3-yl acetate 1115 1110 0.08 ± 0.04a 0.33 ± 0.12ab 0.48 ± 0.38b 0.62 ± 0.17b 0.28 ± 0.16a 0.48 ± 0.38a 0.32 ± 0.16a 0.54 ± 0.21a 0.17 0.68 9.49 0.02 2.53 0.47

Octanoic acid 1188 1167 trace trace trace trace trace trace trace trace trace

Decanal* 1207 1203 0.004 ± 0.002 0.05 ± 0.03 0.004 ± 0.002 0.01 ± 0.003 0.01 ± 0.00 0.02 ± 0.01 0.02 ± 0.01 0.01 ± 0.00 0.006 0.94 6.73 0.08 3.11 0.38

Dodecanal* 1411 1408 0.66 ± 0.27a 0.94 ± 0.16a 0.53 ± 0.14a 0.66 ± 0.04a 0.68 ± 0.12a 2.03 ± 0.68b 1.13 ± 0.34bc 0.74 ± 0.21ac 5.45 0.02 13.47 0.004 3.86 0.28

Dodecanol* 1478 1469 0.91 ± 0.48 0.44 ± 0.07 0.4 ± 0.08 0.38 ± 0.08 0.27 ± 0.06 1.33 ± 0.87 0.38 ± 0.22 0.34 ± 0.08 0.21 0.64 3.72 0.29 5.31 0.15

Pentadecane* 1502 1500 0.07 ± 0.06 0.008 ± 0.008 0.04 ± 0.02 0.02 ± 0.01 0.03 ± 0.02 0.03 ± 0.02 0.09 ± 0.04 0.10 ± 0.04 1.66 0.50 2.99 0.18 3.83 0.95

(Continued)
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monoterpenes were the family of compounds most represented
in terms of concentrations and number of compounds.

Volatile Organic Compounds Estimated

Concentrations and Proportions in Control

Conditions

The control conditions (0 ppb) provided information about
the expected chemical profile of L. angustifolia in normal
conditions without ozone exposure. For all control samples
(N = 40), limonene was the major compound (control sample
mean ± SE: 24.4 ± 15.49% of the total of VOCs emitted
and 22.68 ± 6.88 ng/min/g of dry biomass), owing to its high
estimated concentration at t0 (19.42 ± 15.29 ng/min/g of dry
biomass), followed by linalyl acetate (11.9 ± 6.7% of the total
VOCs emitted by control plants and 2.76 ± 0.58 ng/min/g of
dry biomass), which dominated the odor bouquet of all the
control samples except at t0. Camphor (7.05 ± 0.74%), o-cymene
(6.53 ± 0.74%) and 1,8-cineole (5.1 ± 3.38%) were the other
most abundant compounds, each of them being present at around
1.45 ± 0.18 ng/min/g of dry biomass on average (Table 1). Each
of the other VOCs were present at less than 6% on average of
the total blend.

Effects of Ozone Treatment and Time of Day on

Volatile Organic Compounds Estimated

Concentrations

Both O3 treatment and time of day affected the estimated
concentrations of emitted VOCs. Of the 34 VOCs in the chamber,
concentrations of 10 VOCs were significantly affected by one
or both of these factors (linear models, at least one significant
p-value, i.e., p < 0.02, per VOC, Table 1). Significant decreases
in the estimated concentrations of monoterpenes [α-pinene, (Z)
and (E)-β-ocimene, linalool, linalyl acetate, and p-cymene] and of
two sesquiterpenes [α-santalene and (E)-β-caryophyllene] were
observed when the plants were exposed to 200 ppb O3 for 3 h
or 5 h (p ≤ 0.02) (Table 1). The concentration of only one
compound, dodecanal, increased significantly when plants were
exposed to 200 ppb O3 for 3 h (“ozone:t1”) compared to the
corresponding control (“control:t1”) (p = 0.02). There were no
significant differences between the estimated concentrations of
different VOCs of lavender plants that after a 5 h exposure were
no longer ozonated (“ozone:t3”), and the corresponding control
plants (“control:t3”).

Incidentally, this experiment also showed, apparently for
the first time, that emission of VOCs by flowering lavender
varied over the course of the day. Concentration of α-pinene
decreased over the day, while estimated concentrations of
p-cymene, 1,8-cineole, (Z) and (E)-β-ocimene, linalyl acetate,
oct-1-en-3-yl acetate and α-santalene increased (Table 1). The
total concentration of VOCs emitted by flowering lavender was
affected only by the O3 treatment (p = 0.04) and not by the time
of the day or the interaction of these two factors (p = 0.19 and
p = 0.64, respectively, Table 1). Pairwise comparisons revealed
only one significant difference: the total VOCs concentration of
lavenders ozonated for 5 h (“ozone:t2”) was significantly lower
than in the corresponding control (“control:t2”).
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Effects of Ozone Treatment and Time of Day on the

Relative Proportions of Volatile Organic Compounds

Because estimated concentrations of different VOCs were
affected both by O3 exposure and by time of day, their relative
proportions also changed during O3 exposure. The O3 treatment
(0 vs. 200 ppb ozone), time of day (t0, t1, t2, and t3) and
their interaction together explained 20% of this variability in
relative proportions of VOCs, as shown by the multivariate linear
regression analysis (Figure 3). The random factor “pair of plants”
explained 4.9% of the variation. The relative proportions of VOCs
varied significantly between O3 treatments (permutation test: F1,
71 = 4.53, p = 0.001) and among times of day (permutation test:
F3, 71 = 3.04, p = 0.001), and the interaction of the two factors
was also significant (permutation test: F3, 71 = 1.74, p = 0.008).
Regarding diurnal variation, pairwise comparisons detected
significant differences in relative proportions of VOCs emitted
by lavender plants from the morning to the afternoon (from t0
to t3) between the control groups (Figure 3C). Moreover, the
relative proportions of VOCs in chambers with plants exposed
to O3 for 3 h (“ozone:t1”) and 5 h (“ozone:t2”) were significantly
different from those in all other groups (respectively p < 0.012
and p < 0.002). The pRDA score plot from the constrained PCA
(Figure 3A) shows the significant effects of ozone treatment,

time of day and their interaction on the relative proportions of
VOCs. A total of 82% of the constrained variance is explained
by the first and the second components of the PCA (67.50
and 14.44%, respectively). As previously shown by the pairwise
comparisons, three groups appear on this PCA. First, the effect
of time of day can be observed on the second component, where
samples collected in the morning and mid-day (t0 and t1) were
completely separated from those collected in the afternoon (t2
and t3). Second, the effect of the O3 treatment is clearly observed
in the first component. Samples collected when lavender plants
were ozonated for 3 and 5 h (“ozone:t1” and “ozone:t2”) were
positively correlated with the first component, in contrast to those
collected in control chambers and with plants that were no longer
ozonated (“ozone:t3”), which were negatively correlated with the
first component.

The correlation circle of the constrained PCA (Figure 3B)
highlights the VOCs correlated individually with the first
or the second component at the threshold of 30% and
shows which compounds were affected by the different
experimental conditions. Linalool, (Z)- and (E)-β-ocimene,
(E)-β-caryophyllene, α-santalene, and linalyl acetate were
associated with control plants and with previously exposed
plants (“ozone:t3”). In contrast, dodecanol, p-cymene, decanal,
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dodecanal, pentadecane, an unknown compound and 2-
ethylhexanol were positively correlated with the first component,
suggesting that their proportions were higher in plants that
sustained exposure to 200 ppb of O3 for 3 and 5 h (“ozone:t1”
and “ozone:t2”). In fact, compared to control plants, in plants
ozonated at 200 ppb for 5 h (“ozone:t2”), linalyl acetate was no
longer the major compound in the scent bouquet, being replaced
by dodecanal and limonene (Figure 4). Regarding diurnal
variation, geranyl acetone, 1,8-cineole and oct-1-en-3-yl acetate
were positively correlated with the second component, indicating
that their proportions were higher in odor bouquets of plants
sampled in the afternoon, whereas α-pinene was present in higher
proportion in odor bouquets of plants sampled in the morning.

Experiment 2: Effects of Different [O3] on
Flowering Lavender Volatile Organic
Compounds
In this experiment, plants were not ozonated. Only the VOCs,
after their emission by the plant, were exposed to O3. We detected
35 VOCs in the reactor chamber, of which 23 could be quantified
and 12 were present only as traces.

Volatile Organic Compounds Proportions in Control

Conditions

In control conditions (0 ppb in the reactor), among the VOCs
detected in the reactor chamber, terpenes were still the most
represented family (43.94% of the total blend), with linalyl acetate
being the main monoterpene, comprising 21.04 ± 15.22% of the
total blend (Supplementary Table 1).

Effects of [O3] on the Quantities of Volatile Organic

Compounds in the Reactor

The [O3] in the reactor significantly affected the variation index
of 16 VOCs among the 23 VOCs quantified in the chemical
blend (Figure 5). The remaining seven VOCs did not vary
significantly with increasing [O3]: borneol (x2 = 4.92, p = 0.3),
camphene (x2 = 2.48, p = 0.65), camphor (x2 = 1, p = 0.91),
o-cymene (x2 = 5.88, p = 0.21), p-cymene (x2 = 8.41, p = 0.08),
an unknown compound (x2 = 4.8, p = 0.31) and undecanal
(x2 = 6.09, p = 0.19). Linear models revealed a significant effect of
the [O3] on the variation index of VOCs. Pairwise comparisons
highlighted once again significant decreases in the quantities
of monoterpenes [(Z)- and (E)-β-ocimene, linalool, linalyl
acetate, limonene, myrcene, α-pinene, 1,8-cineole, and bornyl
acetate], of one aliphatic compound (1-octen-3-ol acetate) and
of some sesquiterpenes [(E)-β-caryophyllene, α-santalene, and
caryophyllene oxide] when VOCs were ozonated (Figure 5A),
while estimated concentrations of dodecanal and decanal
increased significantly (Figure 5B).

Quantities of decanal, dodecanal, the unknown compound
and geranyl acetone were significantly negatively correlated
with quantities of some monoterpenes and sesquiterpenes of
the bouquets [mostly linalyl acetate, bornyl acetate, borneol, 1-
octen-3-ol acetate, (Z) and (E)-β-ocimene] (Figure 6; r < 0.4,
p < 0.05). These results confirm the assumption that different
VOCs emitted by plants react differentially withO3 andmay form
new VOCs in the odor bouquet.

Effects of [O3] on the Proportions of Volatile Organic

Compounds in the Reactor

The [O3] in the reactor had a significant effect on variation of
the relative proportions of VOCs (permutation test: F4, 16 = 5.03,
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p = 0.001). Twenty-nine percent of the total variation of relative
proportions of VOCs was explained by the [O3] (0, 40, 80, 120,
and 200 ppb) in the redundancy analysis. Forty-eight percent
of this variation was explained by the random factor (plants).
Pairwise comparisons showed that the relative proportions of
VOCs were significantly different between the non-ozonated
VOCs (0 ppb) and all the ozonated VOCs, irrespective of the
[O3] applied (p < 0.04). Among the ozonated samples, the
proportions of different VOCs were not significantly different
among treatments (p > 0.08), except between the 40 and 200 ppb
treatments (p = 0.04).

The significant effect of [O3] on the relative proportions of
VOCs in the reactor is clearly illustrated in the pRDA score
plot from the constrained PCA (Figure 7A). A total of 96% of
the constrained variance was explained by the first and second
components of the PCA (92 and 4%, respectively). The effect of
[O3] can be observed on the first component, where ozonated
samples were positively correlated with this component, in
contrast to non-ozonated controls, which were negatively
correlated. On the correlation circle of the constrained PCA,
camphor, decanal, dodecanal, o-cymene, p-cymene, camphene,
borneol, 1,8-cineole, geranyl acetone, α-pinene, and unknown
compound were positively correlated with the first component
(Figure 7B): their relative proportions were higher in the
ozonated odor bouquets than in control ones (Supplementary

Table 1). On the contrary, (Z)- and (E)-β-ocimene, α-santalene,
(E)-β-caryophyllene, myrcene, linalool, and caryophyllene oxide
were negatively correlated with the first component; their

proportions were higher in the control odor bouquet than in
ozonated ones (Supplementary Table 1). The second component
of the pRDA clearly separates the chemical profiles as a function
of the value of increasing [O3]. There was a gradient from VOCs
exposed to 40 ppb with a positive score on the axis to VOCs
exposed to 200 ppb with a negative score on the axis. Undecanal
and 1-octen-3-ol acetate were negatively correlated with the
second component and were associated with samples ozonated
at high [O3] (at 80 ppb and higher values) (Figure 7B).

DISCUSSION

This study expands our knowledge of VOCs emission in
Lavandula angustifolia and also provides important insights
on the impact of high [O3] episodes on chemical signals
emitted by flowers.

In this study, we created a new experimental device allowing
plants to be exposed to different [O3] during several hours
under controlled conditions (light, ventilation, temperature
and humidity). Our results on the control emissions attest
to the validity of our method. In our study, the chemical
composition of L. angustifolia cv. “Diva” included more than 30
VOCs, dominated by oxygenated monoterpenes (linalyl acetate,
camphor, 1,8-cineole), other monoterpenes (myrcene, limonene,
linalool, and o- and p-cymene) and sesquiterpenes [α-santalene
and (E)-β-caryophyllene]. The chemical composition of our
plants was similar to what has been reported in a recent
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review of the compounds already identified in other studies of
L. angustifolia cv. “Diva” (Héral et al., 2021), except that we found
a smaller number of compounds. This might be explained by the
fact that in all these studies headspace collection of flowering
lavender VOCs was performed immediately, or at least shortly
after enclosure of the inflorescences, or VOCs were sampled
in liquid extractions, thereby including some other compounds
stored in the plant but not emitted by flowers (Ormeño et al.,
2011). In contrast, in our study, in order to avoid measuring
a handling effect (pressure on the glandular trichomes) in the
chemical data coming from the release of VOCs stored in the
handled tissues (Li et al., 2018), we chose to wait for 12 h after
manipulating the plants to start the collection of VOCs. Even
if VOCs concentrations were not calculated with full precisions,
interestingly, this study highlights, to our knowledge for the first
time, a variation in lavender emissions over the course of the
day. Proportions and estimated concentrations of monoterpenes
changed significantly from morning to afternoon: α-pinene,
p-cymene, 1,8-cineole, (Z) and (E)-β-ocimene, linalyl acetate,

and α-santalene increased significantly from morning to noon.
A recent study documented diurnal variation in quantities of
chemicals stored in different structures of L. angustifolia with
the highest amount of compounds stored in flowers harvested
at 15:00 (Yildirim et al., 2019). Daily emission rhythms in VOCs
emission have already been shown in other plants (Zeng et al.,
2017). This change in the emissions of plant VOCs could be
caused by diurnal changes in abiotic conditions, e.g., light and
temperature (Owen et al., 2002; Lerdau and Gray, 2003), or may
be due to an internal circadian rhythm (Fenske and Imaizumi,
2016; Picazo-Aragonés et al., 2020). Since the temperature was
controlled in our study, we can assume that VOCs that varied
significantly in time in control conditions are compounds that
are part of the daily emission rhythm or else compounds whose
emissions are light-dependent. As the frequency of visitation of
lavender pollinators varies over the course of the day (Nicolè,
pers. comm.), it would be interesting to test if the rhythm
of emission of lavender volatiles coincides with variations in
pollinator foraging periods.
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When we exposed the whole plant to 200 ppb O3 for 5 h,
we detected a significant difference in proportions of VOCs in
the chamber between the ozonated and the control lavenders.
However, no difference was found between these plants when
all the O3 was removed from the chamber (VOC collection
∼45 min after O3 exposure). These results, combined with the
observed decrease in estimated concentrations of terpenes during
O3 exposure, suggest that the changes detected are due to reaction
of O3 with the VOCs in the chamber, rather than to changes
in the emission of VOCs by lavenders. This suggests that either
short-term O3 exposure had no effect on VOC emission by
lavender, or our sampling time after O3 exposure was too short
to detect a possible response in the emission of lavender VOCs.
Indeed, specific organs such as trichomes can be a barrier to
O3 exposure and could thus protect L. angustifolia from short
but high [O3] episodes, as has been shown for other plants (Li
et al., 2018). Because L. angustifolia stores VOCs in trichomes
(Guitton et al., 2010) and the time between the production
and the emission of stored compounds is longer than for non-
stored VOCs, the effect of short-term exposure to O3 on VOCs
emission from lavender might be observed after a longer periods
of time than those studied here. For instance, tobacco plants
exposed to 170 ppb O3 for 5 h showed a significant increase
in emission of some monoterpenes by leaves 24 h after the
exposure (Heiden et al., 1999). Compared to studies conducted
on leaf VOCs, studies investigating the effect of O3 on floral
VOCs are limited. Interestingly, it has been reported in some

species of Brassicaceae that emission of some floral VOCs, such
as indole and methyl salicylate, can be triggered after 5 days
under high [O3] (Saunier and Blande, 2019). In our study we
aimed to explore the immediate response of the plant to a short-
term O3 exposure but it would thus be interesting to test the
effect on L. angustifolia of a longer period of O3 exposure, for
example from 24 h.

The direct effect of O3 on the VOCs was clearly confirmed
by our experiment testing the result of exposure in the reactor
chamber to different [O3] of the VOCs only, after their emission
by the plant. Interestingly, in both experiments, when the whole
plant was exposed to O3 (experiment 1) and when only VOCs
were ozonated in the reactor (experiment 2), we detected a
significant decrease in the estimated concentrations of terpenes
such as linalool, linalyl acetate, α-pinene, and (Z)- and (E)-
β-ocimene, (E)-β-caryophyllene and α-santalene, whereas other
monoterpenes such as 1,8-cineole, camphor and borneol were
relatively more stable during exposure to O3. In addition, when
only the VOCs were ozonated there was a significant decrease
in the estimated concentrations of myrcene, geranyl acetone,
1-octen-3-ol-acetate and bornyl acetate. For all these VOCs,
estimated concentration decreased linearly with increasing
[O3]. On the contrary, for caryophyllene oxide, the estimated
concentration did not seem to follow a monotonous decrease
with [O3]: it decreased significantly at 40, 120, and 200 ppb O3

but not at 80 ppb. This pattern of variation could be explained
by the limited occurrence of this VOC in the blend emitted by
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flowering lavender and particularly the absence of this compound
in most control samples and samples ozonated at 80 ppb. For
the compounds detected in the volatile profile of lavender in
this study, the detailed reaction kinetics with O3 have been
described for only two, linalool (McFrederick et al., 2008; Bernard
et al., 2012) and (E)-β-caryophyllene (Winterhalter et al., 2009;
Jokinen et al., 2016). Because the oxidation of some terpenes by
O3 can produce the same secondary compounds in some cases
(McFrederick et al., 2008; Winterhalter et al., 2009; Bernard et al.,
2012; Jokinen et al., 2016), accurate determination of the reaction
kinetics of VOCs with O3 can only be approached by performing
experimental oxidation studies with a single VOC. Therefore,
we can only speculate on the possible degradation-formation of
VOCs under O3 exposure. Besides, we found significant negative
correlations between the estimated concentrations of decanal,
dodecanal and the unknown compound, on the one hand, and
estimated concentrations of monoterpenes [mainly (Z)- and (E)-
ocimene, bornyl acetate, borneol, 1-octen-3-ol-acetate, linalyl
acetate, and α-pinene], on the other under O3 exposure (even
at [O3] as low as 40 ppb). These results are in accordance with
chemical kinetics studies on the gas-phase terpene oxidation
with O3 (Calogirou et al., 1999; Atkinson and Arey, 2003b),
which report carbonyls and carboxylic acids (and sometimes
alcohols, epoxides, esters, nitrates, or peroxynitrates) to be the
most prevalent products resulting from these reactions.

As expected, this study highlights different reactivities of some
specific lavender VOCs with O3, suggesting that O3 exposure not
only alters concentrations, but also changes the proportions of
compounds in the odor bouquet. Similar results were found in a
study investigating the degradation of floral scent volatiles from
Brassica nigra by reaction with O3 (at 80 and 120 ppb) over a
distance gradient (Farré-Armengol et al., 2016). This latter study
showed that supplementing air with O3 led to a reduction of
the concentrations of floral volatiles in air and a change in the
proportions with increasing distance from the volatile source, at
[O3] as low as 80 ppb. In that study, attraction tests with Bombus
terrestris revealed that attractiveness of floral scent to pollinators
was reduced after exposure to 120 ppb O3. In the present study,
we found an alteration in the reactor of the VOCs emitted by
flowering lavender at even lower [O3] (40 ppb).

As in most studies exploring the effect of ozone exposure
on VOCs and their consequences for plant-insect chemical
communication (Fuentes et al., 2013; Farré-Armengol et al.,
2016; Li et al., 2016), some conditions of our experiments do
not represent the realistic probability of encounter of O3 with
VOCs in normal atmosphere (although the [O3] we tested were
within a realistic range). Nevertheless, our results are alarming. In
fact, some carbonyls and carboxylic acids —decanal, dodecanol
and dodecanal—appeared to be in higher concentration and/or
proportion when the VOCs of lavender were ozonated. These
compounds could be detected by pollinators’ antennae and could
also affect their behavior. For instance, electroantennographic
tests showed that bees responded less to high quantities of decanal
than to lower quantities (Mas et al., 2018). This study suggested
that high concentration of decanal has a repellent effect on bees
but behavioral tests are now needed to address this direct effect
on this pollinator attraction.

Our findings warn of the strong impact of such modifications
of floral chemical signals on the communication of plants
with their biotic environment, particularly pollinating
insects. Pollination is a fundamental service to natural and
agricultural ecosystems (Klein et al., 2007; Winfree et al., 2011).
Unfortunately, limited research has been conducted on the
impact of O3 on the chemical communication of plants in
the context of plant-pollinator interactions, particularly in
the field. Because L. angustifolia attracts different groups of
insects (Li et al., 2019), which use different signals to find
their host plant olfactory cues being of prime importance
(Junker and Parachnowitsch, 2015), it would be of great interest
to compare the recognition of non-ozonated and ozonated
lavender plants by different pollinators. Differences in pollinator
sensitivity to variation in plant VOCs induced by high [O3]
could consequently affect the composition of insects visiting
lavender plants.

CONCLUSION

We successfully demonstrate that the reactivity with O3 of
major and ubiquitous compounds emitted by lavender plants
leads to the formation of new compounds, including carbonyls
and carboxylic acids, even at [O3] as low as 40 ppb, an
[O3] frequently observed in summer. These modifications of
individual compounds lead to variation in the proportions
of VOCs within the overall bouquet. In contrast, we do not
show here an immediate plant response to an O3 pollution
episode affecting the emission of floral VOCs. A general issue
to be addressed is whether pollinators might thereby be unable
to recognize the O3-degraded scent. Here we underline the
importance of studying the effects of O3 pollution on plant-insect
and especially plant-pollinator interactions in the Mediterranean
region. With an increasing number of studies investigating this
fundamental issue, thresholds set by European directives on
chronic and episodic pollution levels may need to be reviewed
and revised to values that take into account scientific studies of
the impact of ozone on plant-pollinator interactions.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The raw data supporting the conclusions of this article will be
made available by the authors, without undue reservation.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

CD, MP, and MH-M designed the experiment. CD performed
the experiments and analyzed the data. CD and BB identified the
chemical compounds. CD, FN, and MP wrote the first version of
the article. All authors read and approved the final version.

FUNDING

This work was partly funded by the Montpellier Université
d’Excellence (MUSE, ANR under the Investissements d’avenir

Frontiers in Ecology and Evolution | www.frontiersin.org 14 March 2022 | Volume 10 | Article 795588



Dubuisson et al. Ozone and Lavender VOCs

program, reference ANR-16-IDEX-0006), International Research
Project (IRP)-CNRS-MOST, and the French National Research
Program for Environmental and Occupational Health of ANSES
(reference 2018/1/138).

ACKNOWLEDGMENTS

We thank the PACE and the TE (LabEx CeMEB, the French
National Research Agency under the Investissements d’avenir)
for hosting our experiments. We thank the CRIEPPAM for
providing the lavender plants and Doyle McKey (a native

speaker) for English proofreading and scientific advices on the
manuscript. We also thank two reviewers for their comments
on the manuscript, and Michael Staudt, Elena Ormeño-Lafuente,
Henri Wortham for their valuable technical advices.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found
online at: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2022.
795588/full#supplementary-material

REFERENCES

Abbas, F., Ke, Y., Yu, R., Yue, Y., Amanullah, S., Jahangir, M. M., et al.
(2017). Volatile terpenoids: multiple functions, biosynthesis, modulation and
manipulation by genetic engineering. Planta 246, 803–816. doi: 10.1007/
s00425-017-2749-x

Adams, R. P. (2007). Identification of Essential Oil Components by Gas

Chromatography/Mass Spectroscopy, 4th Edn. Carol Stream, IL: Allured
publishing corporation.

Ashmore, M. R. (2005). Assessing the future global impacts of ozone on vegetation.
Plant Cell Environ. 28, 949–964. doi: 10.1111/j.1365-3040.2005.01341.x

Atkinson, R., and Arey, J. (2003a). Atmospheric degradation of volatile organic
compounds. Chem. Rev. 103, 4605–4638. doi: 10.1021/cr0206420

Atkinson, R., and Arey, J. (2003b). Gas-phase tropospheric chemistry of biogenic
volatile organic compounds: a review. Atmos. Environ. 37, 197–219. doi: 10.
1016/S1352-2310(03)00391-1

Barbier, E. (1963). Les lavandes et l’apiculture dans le sud-est de la France. Ann.
Abeille 6, 85–159. doi: 10.1051/apido:19630201

Barnosky, A. D., Hadly, E. A., Bascompte, J., Berlow, E. L., Brown, J. H., Fortelius,
M., et al. (2012). Approaching a state shift in Earth’s biosphere. Nature 486,
52–58. doi: 10.1038/nature11018

Benachour, K. (2017). Insect visitors of lavender (Lavandula officinalis L.):
comparison of quantitative and qualitative interactions of the plant with its
main pollinators. Afr. Entomol. 25, 435–444. doi: 10.4001/003.025.0435

Benjamini, Y., and Hochberg, Y. (1995). Controlling the false discovery rate: a
practical and powerful approach to multiple testing. J. R. Stat. Soc. Ser. B 57,
289–300. doi: 10.1111/j.2517-6161.1995.tb02031.x

Bernard, F., Daële, V., andMellouki, A. (2012). Studies of the gas phase reactions of
linalool, 6-methyl-5-hepten-2-ol and 3-methyl-1-penten-3-ol with O3 and OH
radicals. J. Phys. Chem. A 116, 6113–6126. doi: 10.1021/jp211355d

Black, V. J., Stewart, C. A., Roberts, J. A., and Black, C. R. (2007). Ozone affects
gas exchange, growth and reproductive development in Brassica campestris

(Wisconsin Fast Plants). New Phytol. 176, 150–163. doi: 10.1111/j.1469-8137.
2007.02163.x

Bourtsoukidis, E., Bonn, B., Dittmann, A., Hakola, H., Hellén, H., and Jacobi, S.
(2012). Ozone stress as a driving force of sesquiterpene emissions: a suggested
parameterisation. Biogeosciences 9, 4337–4352. doi: 10.5194/bg-9-4337-
2012

Burkle, L. A., and Runyon, J. B. (2019). Floral volatiles structure plant–pollinator
interactions in a diverse community across the growing season. Funct. Ecol. 33,
2116–2129. doi: 10.1111/1365-2435.13424

Calogirou, A., Larsen, B. R., and Kotzias, D. (1999). Gas-phase terpene oxidation
products: a review. Atmos. Environ. 33, 1423–1439. doi: 10.1016/S1352-
2310(98)00277-5

Cape, J. N. (2008). Surface ozone concentrations and ecosystem health: past trends
and a guide to future projections. Sci. Total Environ. 400, 257–269. doi: 10.1016/
j.scitotenv.2008.06.025

Curran, J. (2018). Hotelling: Hotelling’s T∧2 Test and Variants. Available online at:
https://cran.r-project.org/package=Hotelling (accessed December 22, 2021).

Directive 2008/50/EC (2008).Directive 2008/50/EC of the European Parliament and

of the Council of 21May 2008 on Ambient Air Quality and Cleaner Air for Europe.
Luxembourg: Publications office of the European Union.

Dudareva, N., Klempien, A., Muhlemann, J. K., and Kaplan, I. (2013). Biosynthesis,
function and metabolic engineering of plant volatile organic compounds. New
Phytol. 198, 16–32. doi: 10.1111/nph.12145

Farré-Armengol, G., Peñuelas, J., Li, T., Yli-Pirilä, P., Filella, I., Llusia, J., et al.
(2016). Ozone degrades floral scent and reduces pollinator attraction to flowers.
New Phytol. 209, 152–160. doi: 10.1111/nph.13620

Fenske, M. P., and Imaizumi, T. (2016). Circadian rhythms in floral scent emission.
Front. Plant Sci. 7:462. doi: 10.3389/fpls.2016.00462

Fowler, D., Amann, M., Anderson, R., Ashmore, M., Cox, P., Depledge, M., et al.
(2008). Ground-Level Ozone in the 21st Century: Future Trends, Impacts and

Policy Implications. London: The Royal Society.
Fox, J., andWeisberg, S. (2019). An {R} Companion to Applied Regression, 3rd Edn.

Thousand Oaks CA: Sage.
Fuentes, J. D., Chamecki, M., Roulston, T., Chen, B., and Pratt, K. R. (2016).

Air pollutants degrade floral scents and increase insect foraging times. Atmos.

Environ. 141, 361–374. doi: 10.1016/j.atmosenv.2016.07.002
Fuentes, J. D., Roulston, T. H., and Zenker, J. (2013). Ozone impedes the ability of a

herbivore to find its host. Environ. Res. Lett. 8:014048. doi: 10.1088/1748-9326/
8/1/014048

Ganassi, S., Cascone, P., Di Domenico, C., Pistillo, M., Formisano, G., Giorgini,
M., et al. (2020). Electrophysiological and behavioural response of Philaenus
spumarius to essential oils and aromatic plants. Sci. Rep. 10:3114. doi: 10.1038/
s41598-020-59835-1

Gryparis, A., Forsberg, B., Katsouyanni, K., Analitis, A., Touloumi, G., Schwartz,
J., et al. (2004). Acute effects of ozone on mortality from the “Air pollution
and health: a European approach” project. ATS J. 170, 1080–1087. doi: 10.1164/
rccm.200403-333oc

Guitton, Y., Nicolè, F., Moja, S., Valot, N., Legrand, S., Jullien, F., et al. (2010).
Differential accumulation of volatile terpene and terpene synthase mRNAs
during lavender (Lavandula angustifolia and L. x intermedia) inflorescence
development. Physiol. Plant. 138, 150–163. doi: 10.1111/j.1399-3054.2009.
01315.x

Heiden, A. C., Hoffmann, T., Kahl, J., Kley, D., Klockow, D., Langebartels, C., et al.
(1999). Emission of volatile organic compounds from ozone-exposed plants.
Ecol. Appl. 9, 1160–1167. doi: 10.1890/1051-0761(1999)009[1160:eovocf]2.
0.co;2

Héral, B., Stierlin, É, Fernandez, X., andMichel, T. (2021). Phytochemicals from the
genus Lavandula: a review. Phytochem. Rev. 20, 751–771. doi: 10.1007/s11101-
020-09719-z

Hervé, M. (2021). RVAideMemoire: Testing and Plotting Procedures for Biostatistics.
Available online at: https://cran.r-project.org/package=RVAideMemoire
(accessed December 22, 2021).

Hervé, M. R., Nicolè, F., and Lê Cao, K. A. (2018). Multivariate analysis of multiple
datasets: a practical guide for chemical ecology. J. Chem. Ecol. 44, 215–234.
doi: 10.1007/s10886-018-0932-6

Holopainen, J. K., and Gershenzon, J. (2010). Multiple stress factors and the
emission of plant VOCs. Trends Plant Sci. 15, 176–184. doi: 10.1016/j.tplants.
2010.01.006

Jenkin, M. E., and Clemitshaw, K. C. (2000). Ozone and other secondary
photochemical pollutants: chemical processes governing their formation in the
planetary boundary layer. Atmos. Environ. 34, 2499–2527. doi: 10.1016/S1474-
8177(02)80014-6

Frontiers in Ecology and Evolution | www.frontiersin.org 15 March 2022 | Volume 10 | Article 795588



Dubuisson et al. Ozone and Lavender VOCs

Jokinen, T., Kausiala, O., Garmash, O., Peräkylä, O., Junninen, H., Schobesberger,
S., et al. (2016). Production of highly oxidized organic compounds from
ozonolysis of β-caryophyllene: laboratory and field measurements. Boreal

Environ. Res. 21, 262–273.
Junker, R. R., and Parachnowitsch, A. L. (2015). Working towards a holistic view

on flower traits-how floral scents mediate plant-animal interactions in concert
with other floral characters. J. Indian Inst. Sci. 95, 43–67.

Kantsa, A., Raguso, R. A., Lekkas, T., Kalantzi, O.-I., and Petanidou, T. (2019).
Floral volatiles and visitors: a meta-network of associations in a natural
community. J. Ecol. 107, 2574–2586. doi: 10.1111/1365-2745.13197

Klein, A.-M., Vaissire, B. E., Cane, J. H., Steffan-Dewenter, I., Cunningham,
S. A., Kremen, C., et al. (2007). Importance of pollinators in changing
landscapes for world crops. Proc. R. Soc. Biol. Sci. 274, 303–313. doi: 10.1098/
rspb.2006.3721

Leitao, L., Bethenod, O., and Biolley, J. P. (2007). The impact of ozone on juvenile
maize (Zea mays L.) plant photosynthesis: effects on vegetative biomass,
pigmentation, and carboxylases (PEPc and Rubisco). Plant Biol. 9, 478–488.
doi: 10.1055/s-2007-964942

Lerdau, M., and Gray, D. (2003). Ecology and evolution of light-dependent and
light-independent phytogenic volatile organic carbon. New Phytol. 157, 199–
211. doi: 10.1046/j.1469-8137.2003.00673.x

Li, H., Li, J., Dong, Y., Hao, H., Ling, Z., Bai, H., et al. (2019). Time-series
transcriptome provides insights into the gene regulation network involved in
the volatile terpenoid metabolism during the flower development of lavender.
BMC Plant Biol. 19:313. doi: 10.1186/s12870-019-1908-6

Li, S., Tosens, T., Harley, P. C., Jiang, Y., Kanagendran, A., Grosberg, M., et al.
(2018). Glandular trichomes as a barrier against atmospheric oxidative stress:
relationships with ozone uptake, leaf damage, and emission of LOX products
across a diverse set of species. Plant Cell Environ. 41, 1263–1277. doi: 10.1111/
pce.13128

Li, T., Blande, J. D., and Holopainen, J. K. (2016). Atmospheric transformation
of plant volatiles disrupts host plant finding. Sci. Rep. 6:33851. doi: 10.1038/
srep33851

Long, S. P., and Naidu, S. L. (2002). “Effects of oxidants at the biochemical, cell and
physiological levels, with particular reference to ozone,” in Air Pollution and

Plant Life, eds J. N. B. Bell and M. Treshow (West Sussex: John Wiley & Sons,
Ltd), 69–88.

Loreto, F., and Schnitzler, J. P. (2010). Abiotic stresses and induced BVOCs. Trends
Plant Sci. 15, 154–166. doi: 10.1016/j.tplants.2009.12.006

Mas, F., Harper, A., Horner, R., Welsh, T., Jaksons, P., and Suckling, D. M.
(2018). The importance of key floral bioactive compounds to honey bees for
the detection and attraction of hybrid vegetable crops and increased seed yield.
J. Sci. Food Agric. 98, 4445–4453. doi: 10.1002/jsfa.8967

McFrederick, Q. S., Fuentes, J. D., Roulston, T., Kathilankal, J. C., and Lerdau, M.
(2009). Effects of air pollution on biogenic volatiles and ecological interactions.
Oecologia 160, 411–420. doi: 10.1007/s00442-009-1318-9

McFrederick, Q. S., Kathilankal, J. C., and Fuentes, J. D. (2008). Air pollution
modifies floral scent trails. Atmos. Environ. 42, 2336–2348. doi: 10.1016/j.
atmosenv.2007.12.033

McGregor, E. S. (1976). “Crops dependent upon or benefited by insect pollination,”
in Insect Pollination of Cultivated Crop Plants (Washington, DC: Agricultural
Research Service United States Department of Agriculture), 238. doi: 10.5860/
choice.37-2165

Nuvolone, D., Petri, D., and Voller, F. (2018). The effects of ozone on
human health. Environ. Sci. Pollut. Res. 25, 8074–8088. doi: 10.1007/s11356-
017-9239-3

O’Callaghan, A., Kuhn, M., Weston, S., Wing, J., Forester, J., and Thaler, T. (2020).
contrast: A Collection of Contrast Methods. Available online at: https://cran.
rproject.org/package=contrast (accessed December 22, 2021).

Oksanen, J., Blanchet, F. G., Friendly, M., Kindt, R., Legendre, P., McGlinn,
D., et al. (2020). vegan: Community Ecology Package. R Package Version 2.5-

7. Available online at: https://CRAN.R-project.org/package=vegan (accessed
March 01, 2022).

Ormeño, E., Goldstein, A., and Niinemets, Ü. (2011). Extracting and trapping
biogenic volatile organic compounds stored in plant species. Trends Anal.

Chem. 30, 978–989. doi: 10.1016/j.trac.2011.04.006
Owen, S. M., Harley, P., Guenther, A., and Hewitt, C. N. (2002). Light dependency

of VOC emissions from selected Mediterranean plant species. Atmos. Environ.

36, 3147–3159. doi: 10.1016/s1352-2310(02)00235-2

Palmqvist, B., Brazeau, H. A., and Parachnowitsch, A. L. (2021). Differences
in floral scent and petal reflectance between diploid and tetraploid
Chamerion angustifolium. Front. Ecol. Evol. 9:734128. doi: 10.3389/fevo.2021.
734128

Passalacqua, N. G., Tundis, R., and Upson, T. M. (2017). A new species of
Lavandula sect. Lavandula (Lamiaceae) and review of species boundaries in
Lavandula angustifolia. Phytotaxa 292, 161–170. doi: 10.11646/phytotaxa.2
92.2.3

Peñuelas, J., and Staudt, M. (2010). BVOCs and global change. Trends Plant Sci. 15,
133–144. doi: 10.1016/j.tplants.2009.12.005

Picazo-Aragonés, J., Terrab, A., and Balao, F. (2020). Plant volatile organic
compounds evolution: transcriptional regulation, epigenetics and polyploidy.
Int. J. Mol. Sci. 21:8956. doi: 10.3390/ijms21238956

Pinheiro, J., Bates, D., DebRoy, S., Sarkar, D., and RCore Team (2021). nlme: Linear

and Nonlinear Mixed Effects Models. Available online at: https://cran.r-project.
org/package=nlme

Pinto, D. M., Blande, J. D., Souza, S. R., Nerg, A. M., and Holopainen, J. K.
(2010). Plant volatile organic compounds (VOCs) in ozone (O3) polluted
atmospheres: the ecological effects. J. Chem. Ecol. 36, 22–34. doi: 10.1007/
s10886-009-9732-3

Proffit, M., Lapeyre, B., Buatois, B., Deng, X. X., Arnal, P., Gouzerh, F., et al.
(2020). Chemical signal is in the blend: bases of plant-pollinator encounter in
a highly specialized interaction. Sci. Rep. 10:10071. doi: 10.1038/s41598-020-
66655-w

Raguso, R. A. (2008b). Wake up and smell the roses: the ecology and evolution
of floral scent. Annu. Rev. Ecol. Evol. Syst. 39, 549–569. doi: 10.1146/annurev.
ecolsys.38.091206.095601

Raguso, R. A. (2008a). Start making scents: the challenge of integrating chemistry
into pollination ecology. Entomol. Exp. Appl. 128, 196–207. doi: 10.1111/j.1570-
7458.2008.00683.x

Rohart, F., Gautier, B., Singh, A., and Lê Cao, K. A. (2017). mixOmics: an R package
for ‘omics feature selection and multiple data integration. PLoS Comput. Biol.

13:e1005752. doi: 10.1371/journal.pcbi.1005752
Rupp, T., Oelschlägel, B., Rabitsch, K., Mahfoud, H., Wenke, T., Disney, R. H. L.,

et al. (2021). Flowers of deceptive Aristolochia microstoma are pollinated by
phorid flies and emit volatiles known from invertebrate carrion. Front. Ecol.
Evol. 9:658441. doi: 10.3389/fevo.2021.658441

Ryalls, J. M. W., Langford, B., Mullinger, N. J., Bromfield, L. M., Nemitz, E.,
Pfrang, C., et al. (2022). Anthropogenic air pollutants reduce insect-mediated
pollination services. Environ. Pollut. 297:118847. doi: 10.1016/j.envpol.2022.
118847

Saunier, A., and Blande, J. D. (2019). The effect of elevated ozone on floral
chemistry of Brassicaceae species. Environ. Pollut. 255:113257. doi: 10.1016/j.
envpol.2019.113257

Sicard, P., Anav, A., De Marco, A., and Paoletti, E. (2017). Projected global
ground-level ozone impacts on vegetation under different emission and climate
scenarios. Atmos. Chem. Phys. 17, 12177–12196. doi: 10.5194/acp-17-12177-
2017

Stierlin, É, Nicolè, F., Costes, T., Fernandez, X., andMichel, T. (2020).Metabolomic
study of volatile compounds emitted by lavender grown under open-field
conditions: a potential approach to investigate the yellow decline disease.
Metabolomics 16:31. doi: 10.1007/s11306-020-01654-6

Thioulouse, J., Dray, S., Dufour, A., Siberchicot, A., Jombart, T., and Pavoine,
S. (2018). Multivariate Analysis of Ecological Data with ade4. New York, NY:
Springer. doi: 10.1007/978-1-4939-8850-1

Ueda, H., Kikuta, Y., and Matsuda, K. (2012). Plant communication. Mediated by
individual or blended VOCs? Plant Signal. Behav. 7, 222–226. doi: 10.4161/psb.
18765

Upson, T. M., Andrews, S., and Harriott, G. (2004). The Genus Lavandula.
Portland, OR: Timber Press.

Vautard, R., Honoré, C., Beekmann, M., and Rouil, L. (2005). Simulation of ozone
during the August 2003 heat wave and emission control scenarios. Atmos.

Environ. 39, 2957–2967. doi: 10.1016/j.atmosenv.2005.01.039
Vingarzan, R. (2004). A review of surface ozone background levels

and trends. Atmos. Environ. 38, 3431–3442. doi: 10.1016/j.atmosenv.2004.
03.030

Wei, T., and Simko, V. (2021). R Package “corrplot”: Visualization of a

Correlation Matrix. Available online at: https://github.com/taiyun/corrplot
(accessed December 22, 2021).

Frontiers in Ecology and Evolution | www.frontiersin.org 16 March 2022 | Volume 10 | Article 795588



Dubuisson et al. Ozone and Lavender VOCs

Winfree, R., Gross, B. J., and Kremen, C. (2011). Valuing pollination
services to agriculture. Ecol. Econ. 71, 80–88. doi: 10.1016/j.ecolecon.2011.08.
001

Winterhalter, R., Herrmann, F., Kanawati, B., Nguyen, T. L., Peeters, J., Vereecken,
L., et al. (2009). The gas-phase ozonolysis of β-caryophyllene (C15H 24). Part I:
an experimental study. Phys. Chem. Chem. Phys. 11, 4152–4172. doi: 10.1039/
b817824k

Yeung, L. Y., Murray, L. T., Martinerie, P., Witrant, E., Hu, H., Banerjee, A., et al.
(2019). Isotopic constraint on the twentieth-century increase in tropospheric
ozone. Nature 570, 224–227. doi: 10.1038/s41586-019-1277-1

Yildirim, M., Sarihan, E., Kil, H., and Khawar, K. (2019). Diurnal and nocturnal
variability of essential oil content and components of Lavandula angustifolia

Mill. (Lavender).Mustafa Kemal Univ. J. Agric. Sci. 24, 268–278.
Young, P. J., Naik, V., Fiore, A. M., Gaudel, A., Guo, J., Lin, M. Y., et al.

(2018). Tropospheric ozone assessment report: assessment of global-scale
model performance for global and regional ozone distributions, variability, and
trends. Elementa 6:10. doi: 10.1525/elementa.265

Yuan, J. S., Himanen, S. J., Holopainen, J. K., Chen, F., and Stewart, C. N.
(2009). Smelling global climate change: mitigation of function for plant volatile
organic compounds. Trends Ecol. Evol. 24, 323–331. doi: 10.1016/j.tree.2009.
01.012

Zeng, L., Wang, X., Kang, M., Dong, F., and Yang, Z. (2017). Regulation of the
rhythmic emission of plant volatiles by the circadian clock. Int. J. Mol. Sci.

18:2408. doi: 10.3390/ijms18112408

Conflict of Interest: The authors declare that the research was conducted in the
absence of any commercial or financial relationships that could be construed as a
potential conflict of interest.

Publisher’s Note: All claims expressed in this article are solely those of the authors
and do not necessarily represent those of their affiliated organizations, or those of
the publisher, the editors and the reviewers. Any product that may be evaluated in
this article, or claim that may be made by its manufacturer, is not guaranteed or
endorsed by the publisher.

Copyright © 2022 Dubuisson, Nicolè, Buatois, Hossaert-McKey and Proffit. This is an

open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution

License (CC BY). The use, distribution or reproduction in other forums is permitted,

provided the original author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the

original publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic

practice. No use, distribution or reproduction is permitted which does not comply

with these terms.

Frontiers in Ecology and Evolution | www.frontiersin.org 17 March 2022 | Volume 10 | Article 795588



168168



169169

Chapitre 6. Bilan, discussion générale et perspectives associées à

l’étude

Mes travaux de thèse ont répondu aux objectifs fixés en début de mémoire qui, rappelons-le, étaient 
de :

> (1A) : décrire le rythme d’émission circadien des COVs du figuier et de la lavande

> (1B) : décrire l’impact de l’O3 et d’autres facteurs abiotiques prédominants en Méditerranée, 

telles que la température, l’intensité lumineuse et la sécheresse, sur l’émission des COVs floraux de

figuier dans différentes populations in natura. 

> (2) : déterminer l’impact d’une courte mais forte exposition à l’O3 sur l’émission des COVs 

par le figuier et la lavande en conditions contrôlées. 

> (3) : quantifier les temps de réaction entre les COVs floraux des deux espèces et l’O3 dans 

l’atmosphère et déterminer leurs constantes de réaction.

> (4) : étudier les conséquences qu’ont les modifications du signal chimique liées à l’O3 sur 

l’attraction de pollinisateur du figuier (B. psenes).

Nous avons pu apporter des éléments de réponses pour chacun de ces points grâce au suivi sur 

le terrain et aux expérimentations présentés dans ce mémoire (figure 23).



170170

Figure 23. Principaux résultats en lien avec les objectifs de thèse
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6.1. Rythme d’émission journalier des COVs du figuier et de la lavande

Cette partie des travaux de thèse constituent des résultats pionniers dans l’étude des rythmes

d’émission des COVs floraux du figuier méditerranéen et de la lavande vraie. Le suivi de la cinétique 

d’émission en temps réel a pu montrer une émission des COVs floraux du lever du soleil, avec 

différents pics dans la journée, jusqu’au coucher du soleil avec émission quasi-nulle la nuit. De plus, 

nous avons montré que des facteurs tels que la lumière et/ou la température semblent réguler l’émission 

journalière des COVs floraux de ces deux espèces, comme cela a été montré chez d’autres plantes 

(Hansted et al., 1994 ; Majetic et al. 2009 pour une revue).

Chez F. carica, au printemps, en conditions semi-contrôlées, nous avons pu observer trois 

groupes d’émission de COVs des figues réceptives dans la journée (Chapitre 2). Nous pouvons 

attribuer les émissions de certains de ces COVs, notamment les monoterpènes du signal chimique au 

printemps (linalol et oxydes de linalol de forme furanoïde), à la lumière et/ou à la température. Avec 

ces expériences en conditions semi-contrôlées, nous ne pouvons pas encore dire avec certitude si un 

ou ces deux facteurs sont responsables de ces variations. Cependant, nos mesures réalisées in natura

ont mis en évidence au printemps une augmentation significative de l’émission des COVs floraux avec 

la température (Chapitre 3). De plus l’émission de certains de ces COVs, tels que l’isoprène, semble 

clairement corrélée à la lumière, comme c’est généralement le cas (Lerdau & Gray, 2003). Ces résultats 

sont en accord avec le fait que le figuier n’est pas une espèce qui possède des structures pour stocker 

les COVs et qui émet donc rapidement les COVs qui sont synthétisés. De plus, pour le figuier, les 

différents pics d’émission des COVs ont lieu en début et fin de journée avec une émission relativement 

constante en milieu de journée et, dans tous les cas, nettement supérieure à la quantité des odeurs 

nocturnes. Ces résultats sont en accord avec les attendus de dynamique des émissions de COVs floraux 

d’une espèce végétale entretenant une interaction spécifique avec son pollinisateur.

Pour L. angustifolia, nous avons constaté un pic d’émission le matin et une émission constante 

toute la journée avec très peu voire aucune émission la nuit. Il s’avère que le matin, la lavande émet 

un groupe de monoterpènes jusqu’à un pic, peu après le lever du jour, puis, un autre groupe de 

monoterpènes est émis de façon constante dans la journée avec une intensité maximale commençant 

avant midi et diminuant jusqu’au coucher du soleil. Les deux groupes d’émission semblent fortement 

corrélées à la température et notamment à l’augmentation de celle-ci lors du lever du jour. Cependant 

ces pics ne semblent pas corrélés avec l’intensité lumineuse. C’est ce qui est d’ailleurs attendu dans le 

cas d’une espèce qui n’émet pas directement les COVs synthétisés mais qui les stockent dans des 

structures tels que les trichomes (Li et al., 2018). Ici encore, la dynamique d’émission de la lavande 
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correspond aux attentes liées au système de pollinisation non spécialisé de cette plante, émettant donc 

qualitativement différents bouquets d’odeurs aux différents temps de la journée. On peut maintenant 

se demander quels sont les cortèges d’espèces pollinisatrices associés à ces deux groupes d’odeurs et 

donc visitant les lavandes à ces différentes périodes de la journée. 

Les cinétiques d’émission des COVs des deux plantes étudiées ont montré un profil d’émission 

variables dans la journée. Il faudrait maintenant déterminer si en conditions naturelles, dans le cas du 

figuier, cette cinétique suit l’activité de son pollinisateur unique et, dans le cas de la lavande, 

correspond à l’activité des différents groupes de pollinisateurs tout au long de la journée. De plus, au 

vu des différences intersaisonnières des profils chimiques des figues au printemps et en été ainsi que 

des effets contrastés entre saison de la température sur ces émissions (Chapitre 3), il faudrait également 

comparer la cinétique d’émission des COVs de figuier au printemps et en été.

Pour compléter ces observations, il faudrait réaliser une expérience en conditions controlées où 

la température ET la lumière seraient régulées. En jouant sur l’intensité de ces deux facteurs, nous 

pourrions statuer sur l’origine des rythmes d’émission de COVs observés ici, à savoir : origine interne 

avec régulation de l’émission par des facteurs endogènes indépendants de la lumière et de la 

température, ou origines externes avec (i) activation des gènes de synthèse par dépendance à la 

température et/ou à la lumière et/ou (ii) simple atteinte du point de pression de vapeur des composés 

impliqués. 

6.2. Effet des facteurs du changement climatique, dont l’O3, sur l’émission des 

COVs floraux du figuier in natura

Pour les mesures que nous avons menées sur le terrain afin de décrire les variations d’émissions 

de COVs floraux sur les deux périodes de floraison du figuier en fonctions de différents facteurs du 

changement climatique (i.e., la température, l’intensité lumineuse, la sécheresse, les pollutions 

chronique et de pointe à l’O3) ont apporté des informations importantes sur les facteurs pouvant 

affecter l’émission des COVs floraux et sur la capacité de résilience des interactions plantes-

pollinisateurs au changement climatique. Cette étude a pu mettre en évidence une différence 

importante entre les saisons dans la réponse du figuier aux différents facteurs abiotiques mesurés. 

Certains de nos résultats confirment les hypothèses classiques sur la réponse des plantes à des facteurs 

abiotiques bien étudiés comme la température avec (i) une augmentation significative avec la 

température pour les taux d'émission de tous les COVs floraux au printemps, dont les COVs attractifs 

pour le pollinisateur, mais une diminution du taux d'émission du linalol en été, et (ii) des différences 

d’émission de COVs de fleurs et de feuilles entre le printemps et l’été a priori liées aux variations de 
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température entre ces deux saisons. Les émissions de COVs des figues et des feuilles présentaient des 

proportions plus élevées de terpènes en été qu'au printemps. De même, les inflorescences du figuier 

ont émis les COVs attractifs pour le pollinisateur en plus grandes proportions au printemps qu'en été.

Ce qui avait déjà été montré dans des études précédentes (Soler et al., 2012 ; Proffit et al., 2020). Aussi, 

en été, les figues émettaient des proportions plus importantes de sesquiterpènes et des proportions plus 

faibles de monoterpènes. Ces résultats confirment les observations faites par d'autres auteurs qui ont 

étudié la variation de l'émission de COVs par les feuilles et les fleurs sur différentes périodes de l'année 

et qui ont montré, globalement, un taux d'émission de sesquiterpènes plus élevé en été qu'au printemps 

(Llusià et al. 2013 ; d'autres cités dans Delle-Vedove et al. 2017). Selon ces études, les variations 

saisonnières de l'émission de COVs par les fleurs et les feuilles sont spécifiques aux composés et dues 

à des changements dans les conditions environnementales telle que la température ou, pour les feuilles, 

à des différences dans leur degré de maturité (Bracho-Nunez et al. 2011). 

Nos résultats ont aussi confirmé en partie nos hypothèses sur l'effet de l'O3 sur l'émission de 

COVs par les plantes.  Les résultats sont assez contrastés en fonction de la saison, mais nous avons pu 

mettre en évidence un effet significatif des pollutions chroniques et de pointe à l’O3 sur les émissions 

des inflorescences du figuier, jusqu’aux composés attractifs pour le pollinisateur. En effet, de fortes et 

longues expositions à l’O3, équivalentes à une pollution chronique du milieu (AOT40 > 9000 ppb),

feraient (i) varier les proportions des COVs émis par les inflorescences au printemps et diminuerait les 

émissions des composés faisant partie du mélange attractif pour le pollinisateur en été. D’autre part,

de fortes et courtes expositions à l’O3 ([O3]t-1 > 40 ppb sur quelques heures) feraient diminuer

l’émission du benzyl alcool en été. Finalement, les mesures de conductance stomatique ont également 

révélé une fermeture des stomates sous de fortes [O3] au printemps. Cette observation vient renforcer 

ce que nous avons observé en conditions contrôlées au printemps (Chapitre 4), à savoir, la fermeture 

des stomates, processus connu pour limiter l’absorption d’O3 par les feuilles et donc limiter le stress 

oxydatif occasioné chez la plante (Tausz et al. 2007 ; Castagna et Ranieri 2009). Cependant, comme 

toute étude descriptive menée en conditions naturelles, les effets de certains facteurs mis en évidence 

dans cette étude doivent être confirmés par des études expérimentales en conditions contrôlées.

Tous ces résultats indiquent que l'augmentation des [O3] actuelles, de la lumière et de la 

température affectent de manière concomitante l'émission de COV floraux par le figuier. Ces facteurs 

abiotiques affectent principalement les composés utilisés par le pollinisateur spécifique comme 

signaux pour localiser les figues réceptives et menacent ainsi l'interaction obligatoire et mutualiste 

entre cette plante et son pollinisateur.
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6.3. Effet d’une courte et forte exposition à l’O3 de plants de figuiers et de lavandes 

en fleurs sur l’émission de leurs COVs

En conditions semi-contrôlées, l’O3 seul, 1h après une exposition courte (200 ppb pendant 5h), 

ne semble avoir affecter l’émission des COVs dans le cas de la lavande (Chapitre 5) mais affecte 

l’émission de certains COVs dans le cas du figuier (Chapitre 4). Pour le figuier seulement, les quantités 

de certains COVs, 1h après que les figuiers aient été exposés à l’O3, étaient différentes de celles émis 

par les figuiers non ozonés. Ces variations après l’exposition à l’O3 ne concernaient pas les COVs 

attractifs pour le pollinisateur mais le germacrène D et le 2-ethylhexanol, plus les 3 composés que nous 

avons identifiés comme produits de réaction de l’O3 avec le linalol plutôt que comme composés émis 

par le figuier en réponse au stress oxydatif. Nous pourrions expliquer ce phénomène par les réactions 

pouvant avoir lieu entre les COVs et l’O3 restant absorbé dans les cavités intercellulaires des organes 

émetteurs avant émission dans l’atmosphère. Quoi qu’il en soit, que se soit en conditions naturelles

(Chapitre 3) ou semi-controlées (Chapitre 4) l’exposition à une concentration élevée d’ozone induit la 

fermeture des stomates afin de limiter l’absorption d’O3 par les feuilles et donc limiter le stress oxydatif

occasioné chez la plante (Castagna et Ranieri, 2009). 

Les effets que nous avons observé chez les figuiers et lavandes, pendant leur exposition à l’O3, 

consistaient en une diminution de la concentration de certains terpènes, dont les monoterpènes 

majoritaires de leur signal chimique respectif et de tous les sesquiterpènes émis par les plantes. 

Contrairement à d’autres espèces, les monoterpènes n’étaient donc pas émis en plus grande quantité ni 

pendant ni après l’exposition des figuiers et des lavandes à l’O3. Il est cependant possible que 

l’exposition à une forte concentration d’ozone n’ait pas un effet immédiat sur l’émisison des COVs 

chez le figuier et la lavande mais un effet à moyen terme, d’autant plus chez la lavande puisque cette 

plante a pour particularité de stocker des COVs produits dans des trichomes. Par exemple, une autre 

étude a montré qu’une exposition de plants de tabac et de pins, deux plantes qui stockent les COVs, à 

une forte [O3] faisait augmenter l’émission de terpènes foliaires 24 h après l’exposition (Heiden et al. 

1999). De même, l’émission de certains terpènes floraux augmentaient après 5 jours d’expositions à 

80 et 120 ppb d’O3 chez des espèces de Brassicaceae (Saunier & Blande, 2019), bien que dans cette 

étude l’émission des COVs n’ait pas été mesurée avant ces 5 jours d’exposition. En effet, nos mesures 

in natura (Chapitre 3) ont mis en évidence que la pollution chronique (AOT40) affectait les émissions 

des COVs responsables de l’attraction du pollinisateur en été. Il faudrait alors déterminer de manière 

expérimentale l’effet à long terme d’une exposition chronique à l’O3 sur l’émission des COVs du 

figuier et de la lavande en conditions contrôlées.
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6.4. Effet de l’O3 dans l’atmosphère sur le signal chimique émis par les 

inflorescences du figuier et de la lavande 

Ces travaux de thèse confirment sans aucun doute la vulnérabilité des COVs floraux de nos 

deux modèles d’études face à des pollutions à l’O3. Les expositions expérimentales des COVs émis 

par les fleurs à de fortes concentrations d’O3 fait ressortir une réaction différentielle des composés à 

l’O3. 

Chez la lavande, lorsque ses COVs sont exposés à de l’O3 nous avons observé une diminution 

drastique des concentrations de certains composés terpéniques (linalyl acetate, linalol, (E)-β-

caryophyllene, α-santalene) et au contraire une augmentation des concentrations de composés de type 

alcanes et aldéhydes (decanal, dodecanal). De façon similaire, chez le figuier nous avons aussi observé 

une diminution des quantités de terpènes dans le message chimique et l’apparition de nouveaux 

composés, à savoir : le lavender lactone, le 2-methyl-2-vinyl-5-hydroxytetrahydrofuran, et un composé 

inconnu. Chez le figuier nous avons constaté une augmentation de la concentration en oxyde cis de 

linalol forme furanoïde (un composé faisant partie du mélange attractif pour la guêpe du figuier) 

lorsque les COVs du figuier sont exposés à de fortes concentrations d’O3. Nous suspectons alors que 

cet oxyde de linalol pourrait également être un produit de réaction du linalol, bien qu’il n’est jamais 

été trouvé dans les études de réactions chimiques avec l’O3. Ces réactions différentielles sur les COVs 

ont d’ailleurs fait varier les proportions des composés dans le mélange olfactif chez la lavande et chez 

le figuier, comme le suggérait Farré-Armengol en 2013 pour la réaction des COVs à l’O3 en règle 

générale.

Nous avons donc confirmé que la dégradation des COVs floraux, notamment ici, des terpènes, 

engendre la formation de nouveaux composés dans le mélange d’odeurs, notamment des composés de 

types alcanes/ aldéhydes chez la lavande (Atkinson & Arey, 2003). Chez le figuier, des expériences 

passées sur l’étude de la réaction entre le linalol et l’O3 ont confirmé les identités des produits de 

réaction de ce composé : parmis eux, le lavender lactone et le 2M2V5HT sont tous deux des composés 

que l’on retrouve dans les études de cinétique de réaction entre le linalol et l’O3 (Shu et al., 1997 ; 

Calogirou et al., 1999). Dans ce genre d’étude, les produits de réaction sont souvent tout aussi voire 

plus réactifs avec les COVs de la plante que l’O3. L’OH par exemple, étant un produit secondaire de 

dégradation de COVs avec l’O3, est plus réactif avec certains terpènes qu’ils ne le sont avec l’O3

(Atkinson & Arey, 2003). La dégradation de l’isoprène avec l’O3, par exemple, mène à la formation 

de produits de réaction hautement réactifs comme des radicaux OH ou du H2O2 (Castagna et Ranieri, 

2009 pour une liste des études ayant montré une accumulation de H2O2 dans les tissus foliaires pendant 

et après une exposition à l’O3) et des SOA (Newland et al. 2015). Comme c’est un des composés les 
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plus émis par la végétation (plus exactement, l’hydrocarbone non-méthane le plus abondant dans 

l’atmosphère, Sindelarova et al., 2014) il est envisageable que la formation de l’O3 d’origine 

anthropique plus les produits de réaction de ces composés majoritaires entraineraient encore plus 

d’oxydation des COVs (liée à l’O3 et autres oxydants) composants les signaux chimiques des 

inflorescences, dont le signal pour attirer les pollinisateurs.

Mes travaux de thèse ont mis en évidence un effet certain et immédiat de l’O3 sur les COVs 

déjà émis par le figuier et la lavande en conditions contrôlées, et grâce à l’étude de terrain, au moins 

sur figuier, nous avons également pu montrer un effet de l’O3 moins immédiat sur l’émission de ses 

COVs. Les plantes étudiées sont alors peut-être bien adaptées ou acclimatées à des conditions extrêmes 

de facteurs du changement climatique, dont la pollution aux polluants oxydants (y compris l’O3), en 

disposant de différentes stratégies d’évitement de stress, comme la présence de trichomes glandulaires 

pour la lavande contribuant au piégeage de l’O3 (Li et al. 2018), la grande surface foliaire pour le 

figuier en été (dépôt cuticulaire et élimination de l’O3, Barnes et al., 1988 ; Sheperd & Griffiths, 2006), 

l’absorption stomatique de l’O3 (certain pour le figuier puisqu’on a observé une diminution de la 

conductance stomatique liée à une exposition à l’O3, à vérifier pour la lavande) et suppression dans la 

cavité intercellulaire des feuilles (Castagna et Ranieri, 2009), et enfin l’émission de COVs non floraux 

et assez réactifs avec l’O3 pour le dégrader et limiter la [O3] autour de la plante. Cependant la réaction 

des COVs dans l’atmosphère avec l’O3 modifie le signal olfactif et donc peut perturber la 

reconnaissance des pollinisateurs (Farré-Armengol et al., 2016, McFrederick et al., 2008). Il serait 

maintenant pertinent de mener des études expérimentales pour tester l’effet de chacun de ces traits de 

défense sur la sensibilité des plantes à l’O3.

6.5. Conséquences des modifications du signal chimique pour l’attraction du 

pollinisateur du figuier

Nous avons montré, au moins chez le figuier, que la modification des proportions et les variations 

de concentrations des COVs floraux attractifs pour le pollinisateur du figuier, causées par une 

exposition des odeurs à une forte [O3], inhibe complètement son attraction vers les inflorescences et 

même pour de faibles concentration en O3 comme 40 ppb (Chapitre 4), ce qui correspond à la 

concentration moyenne journalière d’O3 en France.

Nous pourrions imaginer que dans un système aussi spécifique que celui-ci, le pollinisateur puisse 

développer une forme d'apprentissage de l'odeur attractive dégradée par l'O3 dont les concentrations 

devraient augmenter drastiquement sous le scénario RCP 8.5 dans la région méditerranéenne (Sicard 

et al., 2017). Mais dans le cas d’interactions très spécifiques comme dans le cas du figuier et son 
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pollinisateur, les possibilités d’apprentissage de l’insecte a des variations dans la composition du signal 

attractif restent très limitées voire impossibles. Pourtant chez un autre pollinisateur, bien que moins 

spécifique que le blastophage avec le figuier, Manduca sexta, spécialiste des plantes de Solanaceae et 

naturellement attiré par les odeurs de tabac ailé, est capable d’associer une récompense nutritive aux 

odeurs ozonées de cette plante (Cook et al., 2019). Or, pour le pollinisateur du figuier, son cycle de 

vie limité à quelques heures laisse peu de place à l’apprentissage. En effet, elles ne vivent que quelques 

heures à partir de leur émergence et une fois qu'elles pénètrent dans une figue pour pondre, elles 

perdent la plupart du temps leurs ailes ainsi qu'une partie de leurs antennes (Van Noort et Compton, 

1996). D’autre part l’émergence à l’intérieur de la figue avec des odeurs complètement différentes ne 

permet pas non plus d'associer les récompenses du figuier à un signal différent de celui qu'elles 

reconnaissent de manière innée.

En revanche, des pollinisateurs dotés de plasticité olfactive, comme l’abeille domestique, 

pourraient reconnaître des odeurs d’inflorescences dégradées par l’O3. Pour répondre en partie à cette 

hypothèse, nous avons tenté de mettre en place un protocole visant à tester la reconnaissance d’une 

odeur de lavande modifiée par l’O3 à un des pollinisateurs bien connus de cette plante, l’abeille 

domestique. La technique que nous avons testé consistait en la méthode du Proboscis Extension Reflex 

(PER, Réflèxe d’Extension du Proboscis), c’est-à-dire de faire associer une récompense nutritionnelle 

aux odeurs de lavandes aux abeilles, dotées d’une forte plasticité olfactive (Wright et al., 2009 ; Russel 

et al., 2017), et leur présenter a posteriori cette même odeur mais exposée à différentes [O3] pour 

évaluer leur capacité de reconnaissance malgré la modification du signal chimique par l’O3. Cette 

expérience a été initialisée en 2021 mais n’a pas pu aboutir par manque de temps lié à un planning 

réarrangé dû aux conditions sanitaires de ces 2 dernières années. Or, il est maintenant nécessaire de 

tester la reconnaissance de ce signal, modifié par l’O3, par des pollinisateurs généralistes de la lavande 

pour pouvoir comparer la résilience des interactions plantes-pollinisateurs des deux systèmes de 

pollinisation étudiés dans cette thèse. Le linalol étant l'un des composés les plus fréquents dans les 

odeurs de fleurs (Knudsen et al., 2006) et dans ces différents travaux nous avons montré qu'il est réactif 

à l'ozone, nous pouvons penser, par extrapolation, que d'autres interactions plantes-pollinisateurs 

peuvent être également impactées par les modifications liées à la tendance croissante des [O3].
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Chapitre 7. Conclusion et perspectives générales

Ces travaux de thèse ont montré une certaine sensibilité d’une interaction spécifique entre le 

figuier Méditerranéen et son unique pollinisateur à des expositions fortes et ponctuelles à l’O3, en 

termes de résilience du signal chimique attractif pour le pollinisateur et la reconnaissance du signal par 

ce dernier. Chez la lavande, les composés majoritaires émis par cette espèce sont également largement 

impactés par de fortes concentrations d’O3. Pour avoir une vision plus globale sur l’impact de l’O3, il

devient nécessaire de multiplier les recherches étudiant ses effets sur les émissions de COVs floraux 

et sur les conséquences de la modification du signal chimique sur les pollinisateurs associés. Tester 

ces effets globaux sur différentes espèces végétales ayant des propriétés différentes de production et 

de stockage de COVs floraux, face à l’augmentation des concentrations des polluants atmosphériques

et au vu de la diversité des interactions plantes-pollinisateurs, permettrait de faire des prédictions quant 

à la perte du service de pollinisation dans les écosystèmes et de développer la mise en place de mesures 

de protection pour préserver leur bon fonctionnement. De façon plus générale, ces travaux de thèse 

soulignent l’importance d’étudier les facteurs du changement climatique co-occurant in natura, 
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notamment les différents polluants, sur la communication chimique entre les différents types de plantes 

et de pollinisateurs pour affiner notre compréhension et d’envisager des mesures de protection par 

rapport à leur degré de résilience aux changements environnementaux. D’autant plus que l’O3 n’a pas 

un effet uniquement sur le signal chimique de l’interaction plante-pollinisateur, mais a aussi un effet 

néfaste sur la constitution du pollen et du nectar (Choël & Visez, 2019 ; Farah et al., 2020), l’activité 

des pollinisateurs mais aussi la réception du signal au niveau de leurs antennes (Vanderplack et al. 

2021 a et b). On s'attend alors à ce que des inadéquations entre plantes et pollinisateurs se produisent 

et conduisent à de nouveaux assemblages de communautés.

Dans l'ensemble, les interactions plantes-pollinisateurs semblent pourtant être des réseaux 

biologiques résilients, notamment parce que les pollinisateurs généralistes peuvent amortir ces 

changements grâce à leur comportement plus plastique et que les plantes ont su développer des 

stratégies de défense. Cependant, les facteurs du changement climatique semblent affecter tous les 

types de systèmes plante-pollinisateurs, à tous les niveaux de leurs interactions (figure 24) (Gérard et 

al. 2020), et auront des répercussions directes sur les services écosystémiques de pollinisation.

Figure 24. Changement climatique et inadéquation plantes-pollinisateurs observées 

et attendues. (modifié de Gérard et al., 2020)
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